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RESUMO

A avaliagdo da qualidade de fitoterapicos exige metodologias analiticas sensiveis e seletivas
para a identificagdo e quantificacdo de compostos fenolicos bioativos. Métodos classicos, como
Folin—Ciocalteu e vanilina sulfirica, embora amplamente empregados, apresentam limitagdes
quanto a seletividade, pois reagem com diferentes classes de fenois, resultando em possivel
superestimacao dos valores obtidos. Além disso, requerem etapas laboriosas de preparo de
amostra e infraestrutura laboratorial, dificultando anélises rapidas e in loco. Neste contexto,
desenvolveu-se e validou-se um método eletroanalitico baseado na voltametria de onda
quadrada (SWV), empregando eletrodo impresso em 3D a base de acido polilatico (PLA) e
carbon black (CB), para a quantificacdo indireta de catequina como marcador de taninos
condensados em amostras vegetais de Syzygium malaccense e em fitoterapicos de Syzygium
cumini. As amostras, preparadas a 5 mg mL ™', foram submetidas a um procedimento de limpeza
(clean-up) e analisadas eletroquimicamente em meio de H2SO4 0,5 mol L™ contendo 30% de
etanol. A curva analitica para catequina apresentou excelente linearidade (R? = 0,9995), sendo
aplicada a quantificacdo de extratos etandlicos de folhas e galhos de S. malaccense, bem como
de fitoterapicos em tintura e capsulas de S. cumini. Os teores de proantocianidinas, expressos
em mg de equivalente de catequina por g de amostra, foram: folhas de S. malaccense (1,43 mg
EC/g), galhos (3,96 mg EC/g), capsulas de S. cumini (2,12 mg EC/g) e tintura (1,44 mg EC/g).
Complementarmente, o teor de fenodis totais, determinado pelo método de Folin—Ciocalteu,
variou de 128,2 + 8,3 a 303,7 + 9,1 mg EAG/g de extrato, enquanto o teor de proantocianidinas
variou de 66,1 £ 7,6 a 156,4 + 7,2 mg EC/g de extrato, sendo mais elevado nos extratos
etandlicos e na tintura. Os resultados evidenciam que a metodologia proposta ¢ eficaz mesmo
diante da complexidade de matrizes vegetais e farmacéuticas. O emprego de sensores
eletroquimicos impressos em 3D configura uma alternativa inovadora, de baixo custo e com

potencial aplicagao em analises in loco para o controle de qualidade de fitoterapicos.

Palavras-chave: catequina; voltametria de onda quadrada; sensores 3D; Syzygium cumini;

Syzygium malaccense; proantocianidina.



ABSTRACT

The quality assessment of herbal medicines requires sensitive and selective analytical
methodologies for the identification and quantification of bioactive phenolic compounds.
Classical methods, such as Folin—Ciocalteu and sulfuric vanillin, although widely employed,
present limitations regarding selectivity, as they react with different classes of phenolics,
potentially leading to overestimation of the results. Moreover, these methods demand laborious
sample preparation steps and dedicated laboratory infrastructure, which hinders rapid and in
loco analyses. In this context, an electroanalytical method based on square-wave voltammetry
(SWV) was developed and validated, employing a 3D-printed electrode composed of polylactic
acid (PLA) and carbon black (CB), for the indirect quantification of catechin as a marker of
condensed tannins in plant samples of Syzygium malaccense and in herbal medicines of
Syzygium cumini. Samples, prepared at 5 mg mL™!, were subjected to a clean-up procedure and
analyzed electrochemically in 0.5 mol L™ H2SO4 containing 30% ethanol. The analytical curve
for catechin showed excellent linearity (R? = 0.9995) and was applied to the quantification of
ethanolic extracts of S. malaccense leaves and stems, as well as S. cumini tincture and capsule
formulations. The contents of proanthocyanidins, expressed as mg catechin equivalent per g of
sample, were: S. malaccense leaves (1.43 mg CE/g), branches (3.96 mg CE/g), S. cumini
capsules (2.12 mg CE/g), and tincture (1.44 mg CE/g). Additionally, total phenolic content
determined by the Folin—Ciocalteu method ranged from 128.2 + 8.3 to 303.7 = 9.1 mg GAE/g
extract, while proanthocyanidin content ranged from 66.1 + 7.6 to 156.4 = 7.2 mg CE/g extract,
with higher values observed in ethanolic extracts and tincture. The results demonstrate that the
proposed methodology is effective even in the presence of complex plant and pharmaceutical
matrices. The use of 3D-printed electrochemical sensors represents an innovative, low-cost

alternative with potential for in loco application in the quality control of herbal medicines.

Keywords: catechin; square wave voltammetry; 3D sensors; Syzygium cumini;, Syzygium

malaccense; proanthocyanidin.
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1 INTRODUCAO
1.1  Justificativa

A quimica dos produtos naturais desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento de novas terapias ¢ métodos de tratamento, promovendo uma interface entre
os saberes tradicionais ¢ a medicina moderna (Yuan et al, 2016). Os produtos naturais,
particularmente aqueles de origem vegetal, sdo ricos em compostos bioativos com propriedades
farmacologicas variadas, como atividade antioxidante, anti-inflamatoéria, antimicrobiana e
hipoglicemiante (Aslan et al., 2010; Luo et al., 2004). Nesse contexto, a fitoterapia, pratica
baseada no uso de plantas medicinais para fins terapéuticos, representa uma estratégia de saude
amplamente adotada no Brasil e ¢ reconhecida pelo Sistema Unico de Satde (SUS) como uma
abordagem complementar e integrativa (Ribeiro, 2019).

Os fitoterapicos foram oficialmente integrados ao Sistema Unico de Satide (SUS) com
a publicac¢do da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) em 2006,
através do Decreto n® 5.813, de 22 de julho de 2006 (Brasil et al., 2006). Essa medida tem como
objetivo garantir 0 acesso a tratamentos seguros, eficazes e economicamente vidveis,
valorizando o uso de espécies vegetais com tradi¢do de uso popular, amparadas por evidéncias
cientificas. Além disso, a fitoterapia promove a utilizacdo sustentdvel da biodiversidade
brasileira, fortalecendo ag¢des de saude publica com base na riqueza dos recursos naturais
disponiveis (Sarmento et al., 2013).

A relevancia dos fitoterapicos no SUS relaciona-se ndo apenas ao seu potencial
terapéutico, mas também a sustentabilidade ambiental e a promog¢do do conhecimento
tradicional associado ao uso de plantas medicinais (Brasil ef al., 2018). Nesse cendrio, destaca-
se a necessidade de garantir a qualidade, eficacia e seguranca dos fitoterapicos oferecidos, o
que exige o desenvolvimento de métodos analiticos robustos para a caracterizagdo e
quantifica¢do de compostos bioativos presentes nas espécies vegetais utilizadas.

Diante disso, a espécie Syzygium cumini, popularmente conhecida como jambolao, esta
presente na lista de plantas de interesse do SUS devido ao seu potencial terapéutico. Originaria
do sudeste asidtico e amplamente distribuida no territdrio brasileiro, essa espécie ¢ valorizada
por suas propriedades hipoglicemiantes, antioxidantes e anti-inflamatérias, sendo
tradicionalmente empregada no tratamento de disturbios metabolicos como o diabetes tipo 2
(Srivastava; Chandra, 2013). O jambolao apresenta uma composi¢ao fitoquimicarica, incluindo
flavonoides, taninos e antocianinas, com destaque para os taninos condensados e a catequina,
compostos diretamente associados as suas propriedades farmacolédgicas (Hao et al., 2024; Lang

et al., 2024; Vizzotto; Pereira, 2008).
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Os flavonoides e taninos sdo classes de compostos polifendlicos amplamente
distribuidos no reino vegetal, reconhecidos por sua atividade antioxidante, antidiabética e anti-
inflamatoéria (Srivastava; Chandra, 2013; Wang; Li; Bi, 2018). A catequina, um flavonoide
pertencente a subclasse das flavan-3-6is, possui estrutura quimica com anéis aromaticos e
grupos hidroxila capazes de estabilizar radicais livres, conferindo potente atividade
antioxidante (Lamardo; Fialho, 2009). Essa molécula também contém grupos catecol e
resorcinol, que potencializam sua reatividade em sistemas bioldgicos (Janeiro; Brett, 2004). J&
os taninos, classificados em hidroliséveis e condensados, contribuem para a protecao da planta
e seus efeitos terapéuticos, especialmente os condensados derivados da catequina, os quais sao

mais estaveis e bioativos (Simdes et al., 2017; Vuolo; Lima; Mardéstica Junior, 2019).

Figura 1. Representagdo estrutural da catequina e indicacdo dos grupos apresentados

Catecol

e ="

Resorcinol . 1
~~.OH ;

_____

Fonte: A autora.

Embora a Syzygium cumini seja o foco principal deste trabalho por seu reconhecimento
oficial como espécie de interesse para o SUS, estudos preliminares e ensaios laboratoriais foram
inicialmente conduzidos com outra espécie do mesmo género: Syzygium malaccense.
Popularmente conhecida como jambo-vermelho, essa espécie, apesar de ndo constar na lista de
interesse do SUS, compartilha caracteristicas botanicas e fitoquimicas similares ao Syzygium
cumini. Ambas pertencem a familia Myrtaceae, possuem folhas coridceas e aromaticas, € sao
amplamente utilizadas na medicina popular por suas propriedades antissépticas, antidiabéticas

e antioxidantes (Ochieng ef al., 2022; Srivastava; Chandra, 2013).
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Figura 2. Representagdo esquemadtica das arvores e frutos das espécies: (A) Syzygium

malaccense (Jambo-vermelho) e (B) Syzygium cumini (Jambolao).

Fonte: A autora.

Em termos fitoquimicos, S. malaccense também apresenta taninos e catequinas em suas
folhas e galhos, embora existam variagdes nas concentracdes e propor¢des desses compostos
em relacdo ao S. cumini (Ochieng et al., 2022; Srivastava; Chandra, 2013). Enquanto o S.
cumini € mais estudado em func¢do de seu reconhecimento oficial e ampla difusdo terapéutica,
0 S. malaccense ainda carece de maior padronizagdo e validagdo cientifica, apesar de seu
potencial promissor. A andlise comparativa entre essas espécies permite ndo apenas ampliar o
entendimento sobre a distribui¢do e o papel dos taninos e flavonoides no género Syzygium, mas
também avaliar a viabilidade analitica de métodos desenvolvidos para S. cumini em outras
espécies com composi¢do semelhante, como S. malaccense.

A quantificagdo de compostos bioativos, como taninos e catequina, ¢ uma etapa
fundamental no controle de qualidade de fitoterapicos. Métodos cromatograficos, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sdo considerados padrao para essa
finalidade devido a sua alta precisdo e seletividade (Goulart, 2019; Gouvéa, 2010). Contudo,
essas técnicas demandam infraestrutura complexa, elevado custo operacional e profissionais
altamente especializados, o que pode representar um obstaculo a sua implementacdo em

contextos de recursos limitados.
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Nesse sentido, técnicas eletroanaliticas, como a voltametria de pulso diferencial e a
voltametria de onda quadrada, vém sendo cada vez mais exploradas como alternativas viaveis,
oferecendo elevada sensibilidade, baixo custo e rapidez analitica (Scholz, 2015). A
quantificagdo eletroquimica baseia-se em processos de oxidorredugao, permitindo detectar com
precisdo compostos redox-ativos como a catequina, mesmo em baixas concentragdes (Piovesan,
2018). A possibilidade de adaptar sensores eletroquimicos para responder seletivamente a
catequina ¢ particularmente interessante, uma vez que esses dispositivos podem ser aplicados
diretamente em extratos vegetais com minima preparacao da amostra (Zhupanova et al., 2020).

Aliada a essas inovagdes, a tecnologia de impressao 3D tem revolucionado a producao
de sensores eletroquimicos, permitindo a fabricacdo de eletrodos personalizados, com
geometrias e composicdes ajustadas as necessidades especificas da andlise. Essa abordagem
ndo apenas reduz os custos de producdo, mas também possibilita o desenvolvimento de sensores
portateis e descartaveis, adequados para analises rapidas em campo ou em laboratorios com
infraestrutura limitada (Chang; Cao; Venton, 2023). Sensores produzidos por impressdo 3D
representam, portanto, uma solugao pratica e sustentavel para o monitoramento da qualidade de
fitoterdpicos no contexto do SUS.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e aplicagdo de
métodos eletroanaliticos para a quantificacdo de catequina e taninos em fitoterapicos de
Syzygium cumini, espécie de interesse do SUS, bem como a avaliagdo comparativa da
quantificagdo de extratos etanolicos das folhas e galhos da Syzygium malaccense, espécie
utilizada nos estudos preliminares. A proposta visa oferecer alternativas analiticas de baixo
custo e alta sensibilidade, contribuindo para o avango das préaticas fitoterdpicas no sistema

publico de saude brasileiro.

1.2 Fundamentagio tedrica

1.2.1 Plantas medicinais e fitoterapicos

A utiliza¢do de plantas com finalidades terapéuticas remete-se a uma pratica ancestral
que permeia diversas culturas ao longo da historia da humanidade (Rocha et al., 2015).
Registros historicos indicam que, por volta de 1500 a.C., os egipcios ja utilizavam plantas
medicinais, conforme descrito no Papiro Ebers, um dos mais antigos tratados médicos
conhecidos, que catalogava cerca de 700 substancias de origem vegetal utilizadas para tratar
diversas enfermidades (Rocha ef al., 2021). No contexto brasileiro, a tradicdo do uso de plantas

medicinais remonta ao periodo pré-colonial, sendo amplamente empregadas pelos povos
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originarios (Alves, 2013). Com a chegada dos colonizadores europeus, houve uma integracao

entre os conhecimentos, resultando em uma rica diversidade de praticas fitoterapicas.

O emprego de plantas com finalidades medicinais serviu como ponto de partida para a
exploragdo cientifica de diversas espécies vegetais, resultando na identificacdo de compostos
com potencial farmacoldgico (Alves, 2013). Esse conhecimento tradicional foi fundamental
para orientar pesquisas que culminaram na descoberta de diversas moléculas com aplicagao
terapéutica. Conforme levantamento de Newman e Cragg (2020), entre os anos de 1981 ¢ 2019,
orgdos reguladores de medicamentos, como a Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos, aprovaram 1394 farmacos classificados como pequenas moléculas, categoria
que exclui vacinas e macromoléculas bioldgicas. Quando se desconsideram os medicamentos
produzidos exclusivamente por sintese quimica, verifica-se que aproximadamente dois tergos
desses agentes terapéuticos t€ém origem natural ou derivam de substincias encontradas na
natureza. Dentro desse grupo, os fitoterapicos constituem uma classe mais recente e, embora
ainda representem apenas cerca de 1% do total, demonstram um aumento progressivo na sua

aceitagdo e reconhecimento dentro da industria farmacéutica (Newman; Cragg, 2020).

Deste modo, ¢ essencial destacar que as plantas medicinais sdo definidas como aquelas
que possuem substincias bioativas em uma ou mais de suas partes, podendo ser utilizadas para
fins terapéuticos (Almeida, 2011). Ja os fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos a partir de
matérias-primas vegetais, as quais podem conter uma variedade de compostos naturais com
diferentes propriedades bioativas (Brasil, 2014). Embora a sua composi¢do seja mais complexa,
esses produtos devem cumprir os mesmos critérios terapéuticos exigidos para outros

medicamentos, apresentando efeitos curativos, paliativos ou profilaticos.

Os fitoterapicos sdo produzidos em escala industrial ou manipulados em farmacias
especializadas, sendo disponibilizados em diversas formas farmacéuticas, como cépsulas,
comprimidos, pomadas e xaropes, frequentemente acompanhados de excipientes. No entanto,
a producao desses medicamentos enfrenta desafios significativos relacionados a padronizagao
da matéria-prima vegetal (Dhami; Mishra, 2015). Entre os principais obstaculos estdo a
ocorréncia de adulteragdes, impurezas e variagdes na composi¢ao quimica, que podem resultar
na subdosagem ou na superdosagem, por exemplo, comprometendo a eficicia e elevando o
risco de toxicidade (Capasso et al., 2000). A auséncia de processos produtivos sistematizados
compromete a qualidade dos insumos e pode representar ameaca a seguranga do paciente. Dessa

forma, a regulamentacao especifica e o rigoroso controle de qualidade sdo indispensaveis para
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garantir que os fitoterdpicos comercializados apresentem eficidcia comprovada, além de

seguranga ¢ qualidade compativeis com as exigéncias sanitarias.

Desde 2002, a Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) estabeleceu uma estratégia global
com o intuito de integrar o conhecimento tradicional aos sistemas de saude, promovendo a
regulamentacdo, supervisdo e ampliagdo do acesso a medicina tradicional, especialmente entre
populagdes economicamente vulneraveis. Entre os produtos contemplados por essa iniciativa,
os fitoterapicos ocupam posicao de destaque. A estratégia foi posteriormente revisada e
ampliada, com vigéncia estendida até 2023, com o objetivo de incentivar os estados membros
a explorar o potencial terapéutico de suas biodiversidades locais, assegurando ao mesmo tempo
a utilizacdo segura e regulamentada desses produtos no contexto das praticas profissionais de
satide (Who, 2013). Como resultado dessa politica, em 2018, 98 dos 194 estados membros da
OMS ja haviam implementado politicas nacionais voltadas a medicina tradicional; 124
declararam possuir legislagdes ou normativas especificas para medicamentos fitoterapicos; e
125 relataram manter sistemas de registro para esses produtos. Observa-se ainda que a maioria

das iniciativas regulamentares mais consolidadas estdo concentradas na regido europeia (Who,

2019).

A ampla diversidade bioldgica presente no Brasil e em diversas regides do mundo
oferece um vasto campo de possibilidades para a prospec¢do de espécies vegetais e produtos
naturais com potencial terapéutico (Dutra et al., 2016). Nesse contexto, os fitoterapicos ganham
destaque, especialmente em paises em desenvolvimento, onde seu estudo e formulagdo
apresentam custos significativamente inferiores aos exigidos para o desenvolvimento de
farmacos sintéticos ou isolados. Essa caracteristica torna os fitoterapicos uma alternativa viavel
e economicamente acessivel para grande parte da populagdo (Antonio; Tesser; Moretti-Pires,
2014). Entretanto, por se tratar de formulacdes compostas por multiplas substancias ativas, cuja
eficacia pode depender da agdo conjunta de diversos constituintes quimicos, ¢ imprescindivel a
adocao de critérios rigorosos de controle de qualidade, bem como o cumprimento das normas
e regulamentagdes sanitarias que assegurem sua seguranca, eficacia e padronizagdo (Capasso

et al.,2000).

No Brasil, a regulamentagao dos fitoterapicos ¢ responsabilidade da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estabelece critérios para o registro, producio e
comercializacdo desses produtos. A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos

(PNPMF), instituida pelo Decreto n® 5.813, de 22 de junho de 2006, visa garantir o acesso
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seguro e racional a esses recursos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade brasileira
e integrando praticas tradicionais ao sistema de satude (Brasil ef al., 2006). A ANVISA também
elaborou a segunda edi¢ao do Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, aprovado
pela Resolucao RDC n° 463, de 27 de janeiro de 2021, que padroniza a prescri¢do e o uso de
fitoterapicos no pais (ANVISA, 2021).

Além disso, foi criada a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS), que lista 71 espécies vegetais com potencial para gerar produtos de interesse ao
Sistema Unico de Saude (Brasil er al, 2020). Entre os fitoterapicos aprovados e
disponibilizados no SUS, destacam-se produtos derivados de espécies como: Aloe vera
(babosa), Cynara scolymus (alcachofra), Glycine max (soja), Harpagophytum procumbens
(garra-do-diabo), Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), Mentha x piperita (horteld), Mikania
glomerata (guaco), Plantago ovata (plantago), Rhamnus purshiana (cascara-sagrada), Salix
alba (salgueiro), Schinus terebinthifolia (aroeira) e Uncaria tomentosa (unha-de-gato) (Brasil

et al.,2020).

Diversos fitoterapicos sdo atualmente registrados e estdo disponiveis no mercado
farmacéutico mundial, sendo utilizados no tratamento de variadas condic¢oes clinicas devido a
presenca de compostos bioativos oriundos do metabolismo especializado das plantas. Um

exemplo é o Antistax®

, elaborado a partir do extrato de folhas de Vitis vinifera (videira),
tradicionalmente utilizado no tratamento de insuficiéncia venosa cronica (Kiesewetter et al.,
2000). O produto atua na melhora da circulacao e redu¢do de sintomas como dor e sensacao de
peso nas pernas, atribuida a ac¢do dos flavonoides presentes na planta, especialmente a
quercetina e seus derivados glicosilados (Kiesewetter et al, 2000) Outro fitoterdpico
amplamente utilizado é o Cineol®, cuja formulagio é baseada em 6leo essencial de Eucalyptus
globulus. Este medicamento possui propriedades expectorantes, broncodilatadoras e anti-
inflamatorias, sendo recomendado para o alivio de sintomas respiratorios associados a

bronquite e resfriados. A agdo terapéutica ¢ atribuida ao 1,8-cineol, um monoterpeno com

reconhecida atividade farmacologica (Juergens et al., 2003).

No campo dos antioxidantes, destaca-se o Metactive®, produto fitoterapico formulado
com extrato de Camellia sinensis (cha verde), planta amplamente estudada por seu conteudo
elevado de catequinas, em especial a epigallocatequina galato (EGCG) (Eng; Thanikachalam;
Ramamurthy, 2018). Essas substancias pertencem a classe dos flavan-3-6is e tém sido

associadas a prevengdo de doencas cardiovasculares, reducdo do estresse oxidativo e
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modulacdo de processos inflamatérios (Sosnowska; Penson; Banach, 2017). No contexto da
biodiversidade brasileira, merece destaque o Diarex®, fitoterapico contendo extrato de
Syzygium cumini (jamboldo), reconhecido por suas propriedades hipoglicemiantes,
antidiarreicas e adstringentes. Os efeitos terapéuticos sao atribuidos a presenca de compostos
fenolicos como taninos e flavonoides, incluindo as catequinas, que contribuem para sua agao
antioxidante e capacidade de modular a glicemia, sendo considerado um importante aliado no

tratamento complementar do diabetes tipo 2 (Schoenfelder et al., 2010).

Considerando a relevancia terapéutica e o reconhecimento do Syzygium cumini no
contexto fitoterapico nacional, torna-se pertinente aprofundar o conhecimento sobre sua
composicdo quimica e propriedades farmacoldgicas. A inclusdo, neste estudo, de Syzygium
malaccense — espécie do mesmo género, com semelhangas morfologicas e fitoquimicas —
permite uma abordagem comparativa capaz de evidenciar convergéncias e particularidades
entre ambas. Essa analise ndo apenas amplia a compreensao da diversidade quimica do género
Syzygium, como também subsidia a prospec¢do de novas aplicacdes terapéuticas e o

desenvolvimento de estratégias analiticas voltadas ao controle de qualidade de seus derivados.

1.2.2 Caracterizacdo fitoquimica e farmacologica das espécies Syzygium cumini e Syzygium

malaccense

O género Syzygium (Myrtaceae) inclui espécies de ampla distribuicdo em regides
tropicais e subtropicais, destacando-se pelo seu potencial terapéutico associado a riqueza em
metabolitos secundarios como a presenca de compostos fenolicos (Pereira ef al., 2012). Dentre
essas espécies, Syzygium cumini € Syzygium malaccense sao particularmente relevantes, tanto
pela diversidade fitoquimica quanto pelas aplicacdes na medicina tradicional. As duas espécies
apresentam perfis quimicos marcados pela presenca de taninos, flavonoides, acidos fendlicos e
outros constituintes bioativos, com potencial terapéutico associado a propriedades
antioxidantes, anti-inflamatodrias, hipoglicemiantes e antimicrobianas (Ayyanar; Subash-Babu,

2012; Vadu et al., 2023).

Em termos fitoquimicos, ambas as espécies contém expressivas concentragdes de
taninos, tanto hidrolisaveis quanto condensados (Nigam; Nigam; Singh, 2012). Os taninos
hidrolisaveis sdo formados principalmente por derivados do 4cido gélico e do acido elagico,

como elagitaninos e galotaninos, enquanto os taninos condensados, também conhecidos como
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proantocianidinas, sdo polimeros de flavan-3-6is, com destaque para catequina e epicatequina
como unidades monoméricas predominantes (Okuda; Ito, 2011). A presenca dessas substancias
confere propriedades adstringentes, antioxidantes e citoprotetoras, além de participarem na
defesa vegetal contra agentes patogénicos (Nigam; Nigam; Singh, 2012). Em S. cumini, analises
cromatograficas identificaram altos teores de epicatequina, proantocianidinas oligoméricas e
acidos fenolicos (Srivastava; Chandra, 2013). A composic¢do fenolica se complementa com a
presenca de antocianinas que conferem coloracao roxo-escura aos frutos, além de contribuirem
para a atividade antioxidante (Ruggiero, 2004). Ja em S. malaccense, embora os estudos
fitoquimicos sejam menos extensos, identificou-se perfil similar, com predominancia de
proantocianidinas e antocianinas, responsaveis pela coloragdo avermelhada intensa do fruto,
incluindo pelargonidina e leucocianidina, bem como a presenga de catequina e epicatequina

(Batista et al., 2017).

Os flavonoides também constituem um grupo expressivo de metabolitos nas duas
espécies. Em S. cumini, destacam-se a quercetina, miricetina e kaempferol, substancias
reconhecidas por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e pela capacidade de
modular enzimas associadas ao metabolismo de carboidratos, como a-glicosidase e a-amilase,
justificando seu uso tradicional no manejo do diabetes (Srivastava; Chandra, 2013). De maneira
semelhante, em S. malaccense foram identificados flavonoides como quercetina, além de
flavonas e flavanonas, que sugerem uma variabilidade fitoquimica interespécies com

implicagdes na atividade bioldgica e no potencial terapéutico (Vadu et al., 2023).

Além dos compostos fendlicos e flavonoides, as duas espécies possuem terpenoides,
saponinas e outros metabolitos secundérios de interesse farmacologico (Aung et al., 2020). Os
terpenoides, majoritariamente presentes nas folhas e cascas, sdo associados a atividades anti-
inflamatérias e antimicrobianas, enquanto as saponinas apresentam potenciais efeitos
imunomoduladores e hemoliticos (Uddin ef al., 2022). A presenga de 4cidos fendlicos, como
acido clorogénico e acido cafeico, também foi documentada, contribuindo para o potencial

antioxidante e hipoglicemiante das espécies (Rocchetti ef al., 2019).

A atividade antioxidante ¢ diretamente relacionada a capacidade dos compostos
fenolicos e flavonoides em neutralizar espécies reativas de oxigénio (ROS), prevenindo danos
oxidativos a biomoléculas (Nigam; Nigam; Singh, 2012). A ac¢ao hipoglicemiante ¢ atribuida a
inibicao de enzimas digestivas de carboidratos e a modulacao da sensibilidade a insulina, sendo

que, em S. cumini, esses efeitos ja sdo amplamente documentados e validados
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experimentalmente (Ayyanar; Subash-Babu; Ignacimuthu, 2013). Em S. malaccense, embora
menos estudada, investigacdes preliminares indicam potencial farmacoldgico similar, com

relatos de atividades antioxidantes e hipoglicemiantes (Arumugam et al., 2014).

Além disso, as propriedades antimicrobianas observadas para ambas as espécies estdao
associadas a presenca de taninos e terpenoides, que promovem a inibi¢do do crescimento de
diversos microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, bem como
fungos (Quenon et al., 2022). As atividades anti-inflamatorias e citotdoxicas também tém sido
relatadas, especialmente para extratos ricos em proantocianidinas e flavonoides, indicando

potencial para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Amir Rawa et al., 2022).

A caracterizacdo fitoquimica detalhada de S. cumini e S. malaccense contribui
significativamente para o entendimento da diversidade quimica do género Syzygium, além de
fundamentar o desenvolvimento de métodos analiticos especificos, como os eletroquimicos,
aplicaveis a deteccao e quantificagdo de seus metabolitos bioativos. Além do mais, o estudo
comparativo entre essas espécies reforca a importdncia de investigacdes que visem a
valorizacdo e ao uso racional de recursos vegetais com potencial fitoterapico, alinhando-se as
diretrizes das politicas publicas de incentivo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos no

contexto do Sistema Unico de Satde (SUS).

1.2.3 Metabolismo especializado

O metabolismo vegetal compreende o conjunto de reagdes bioquimicas que sustentam
o crescimento, desenvolvimento e adaptacdo das plantas ao ambiente. Essas reacdes sdo
tradicionalmente classificadas em dois grandes grupos: metabolismo primario e metabolismo
secundario (ou especializado) (Wink, 2016). O metabolismo primario engloba os processos
essenciais a sobrevivéncia da planta, como a fotossintese, respiracdo celular, sintese de
aminoacidos, nucleotideos, lipidios e carboidratos (Rojas et al., 2014). Esses compostos sdao
fundamentais para a estrutura e funcionamento celular e estdo presentes em todas as plantas.
Por outro lado, o metabolismo secundério envolve a produg¢ao de compostos que, embora nao
essenciais para a sobrevivéncia imediata, conferem vantagens adaptativas, como defesa contra
herbivoros, atragdo de polinizadores e protecdo contra estresses abioticos (Wink, 2016). Os

metabolitos secundérios sdo produtos do metabolismo especializado e apresentam grande
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diversidade estrutural e funcional. Eles sdo classificados em trés principais grupos: alcaloides,

terpenos e compostos fenolicos.

Os alcaloides sao compostos nitrogenados de origem vegetal, geralmente derivados de
aminoacidos. Eles possuem estruturas ciclicas complexas e sdo conhecidos por suas
propriedades analgésicas, estimulantes e narcéticas. Exemplos notdveis incluem a morfina,

cafeina, nicotina e quinina (Kukula-Koch; Widelski, 2017).

Os terpenos, também conhecidos como isoprendides, sdo derivados do dacido
mevalonico ou do 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato. Eles sdo classificados de acordo com o
numero de unidades de isopreno em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, entre outros
(Ninkuu et al.,, 2021). Os terpenos desempenham diversas fung¢des, como atracdo de
polinizadores, defesa contra herbivoros e patégenos, além de participarem na regulacido do

crescimento vegetal (Boncan et al., 2020; Ninkuu ef al., 2021).

Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico e incluem flavonoides,
taninos, ligninas e acidos fenolicos. Eles sdo amplamente distribuidos nas plantas e estdo
associados a propriedades antioxidantes, protecao contra radiagdo ultravioleta e defesa contra
microrganismos. Além disso, contribuem para a coloragao das flores e frutos, influenciando na

atracao de polinizadores e dispersores de sementes (Tsimogiannis; Oreopoulou, 2019).

A biossintese dos metabdlitos secundarios esta intimamente ligada ao metabolismo
primario. Por exemplo, os aminoacidos produzidos no metabolismo primario servem como
precursores para a sintese de alcaloides, enquanto os intermediarios da glicolise e do ciclo do
acido citrico contribuem para a formagao de terpenos e compostos fendlicos como demostrado

na Figura 3 (Wink, et al., 2016).



27

Figura 3. Correlacdo entre o metabolismo central e biossintese dos metabdlitos especializados.
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1.2.4 Flavonoides

Os flavonoides representam a classe mais abundante e amplamente distribuida de
compostos fendlicos entre os metabdlitos secundarios das plantas superiores apresentados na
Figura 4. Em vegetais, essas substancias exercem multiplas fun¢des, como protecdo contra
radiacdo ultravioleta, defesa contra patdgenos e herbivoros, além de atuagdo em processos
fisiologicos, como a regulacdo do crescimento e diferenciagdo celular (Wang; Li; Bi, 2018;
Wink, 2016). A nivel estrutural, os flavonoides apresentam um esqueleto C6-C3-C6, formado
por dois anéis aromaticos (A e B) conectados por uma cadeia de trés carbonos que geralmente
origina um terceiro anel heterociclico (anel C), cuja oxidacao e grau de insaturacdo determinam
a subclassificacdo em flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavan-3-6is, flavanonois e

antocianidinas (Ebegboni; Dickenson; Sivasubramaniam, 2019; Simdes et al., 2017).
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Figura 4. Formulas estruturais basicas e classifica¢do dos flavonoides.
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A biossintese dos flavonoides, apresentado na Figura 5, decorre da interacao entre a via
do chiquimato, responsavel pela produ¢dao de aminoacidos aromaticos como a fenilalanina, e a
via do acetato, que fornece unidades de malonil-CoA. A fenilalanina sofre desaminagdo por
acdo da fenilalanina amdnia-liase (PAL), originando o 4cido cindmico, que posteriormente €
convertido em acido p-cumadrico. A ativagdo deste pela coenzima A resulta em p-cumaroil-
CoA, que, sob acdo da enzima chalcona sintase (CHS), condensa-se com trés unidades de
malonil-CoA para formar chalconas, precursoras diretas das flavanonas (Dewick, 2001; Ku et

al., 2020).

Na primeira etapa especifica, a chalcona sintase (CHS) catalisa a condensagao de uma
molécula de p-cumaril-CoA com trés unidades de malonil-CoA por meio de um mecanismo de
condensagcdo de Claisen, seguida de enolizacdo, formando chalconas como a narigerina-
chalcona (para derivados de naringenina) ou a isoliquiritigenina (para derivados de

liquiritigenina). Essas chalconas, ainda com cadeia aberta, sofrem ciclizagdo enzimatica
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catalisada pela chalcona isomerase (CHI), resultando nas flavanonas correspondentes —

naringenina e liquiritigenina (Dewick, 2001).

Figura 5. Biossintese de alguns flavonoides com precursores da via do chiquimato e acetato.
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A partir das flavanonas, a Figura 6 ilustra a diversificacdo estrutural das subclasses de
flavonoides. A naringenina, por exemplo, pode ser convertida pela flavona sintase (FNS) em
flavonas como a apigenina, enquanto a liquiritigenina, ou a propria naringenina, podem sofrer
acdo da isoflavona sintase (IFS), resultando em isoflavonas como genisteina e daidzeina
Alternativamente, a hidroxilagdo em C-3 pela flavonol sintase (FLS) converte di-hidroflavonois
em flavonois como a quercetina (Ku et al., 2020). O destino biossintético para a formacao de
flavan-3-0is e antocianinas também parte dos di-hidroflavonoéis, que sdao reduzidos pela di-
hidroflavonol 4-redutase (DFR) a leucoantocianidinas. Estas podem seguir dois caminhos: (i)
conversao pela leucoantocianidina redutase (LAR) em catequina e outros flavan-3-6is (como
epicatequina), constituintes bdasicos dos taninos condensados; ou (ii) conversdo pela

leucoantocianidina dioxigenase (LDOX) em antocianidinas, que posteriormente sao
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glicosiladas pela UDP-glicose:flavonoide 3-O-glicosiltransferase (UFGT), originando

antocianinas estaveis 6 (Yu et al., 2020).

Os mecanismos quimicos subjacentes a essas transformagdes envolvem etapas de
oxidagdo-reducao, ciclizagdes enzimaticas e reagoes de desidratacdo. Na formacao de
chalconas, a condensacdo de Claisen acarreta a jun¢do das cadeias policetidicas derivadas do
malonil-CoA com o nucleo aromatico proveniente do p-cumaril-CoA, seguida de
tautomerizagao (enolizagdo) para estabilizagdo do intermediario. Na ciclizagao para flavanonas,

a reacdo envolve um fechamento intramolecular do anel C por ataque nucleofilico da hidroxila

sobre a carbonila ativada (Schilmiller ez al., 2009; Schneider et al., 2003; Dewik, 2001).

A catequina, produto final de uma das ramifica¢des da via, representa um dos principais
monodmeros dos taninos condensados. Sua formacao a partir de leucoantocianidinas pela a¢ao
da LAR mantém a configuragdo trans caracteristica do flavan-3-ol, enquanto a formagao de
epicatequina pela antocianidina redutase (ANR) gera a configurag¢do cis, ambos com papel
relevante na composicdo quimica de diversas espécies vegetais e nas propriedades antioxidantes

associadas (Baranwal et al., 2019).
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Figura 6. Biossintese de outras classes de flavonoides a partir de flavanonas.
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Em sintese, as rotas biossintéticas apresentadas nas Figuras 5 e 6 evidenciam a
complexidade metabdlica das plantas na producao de flavonoides. A modulacao da atividade

enzimatica em pontos-chave, bem como fatores ambientais, podem alterar significativamente o
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perfil fitoquimico, impactando diretamente as propriedades farmacologicas e a aplicabilidade

industrial desses compostos.

1.2.5 Analises de compostos fendlicos e flavonoides

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), especialmente quando acoplada a
técnicas espectroscopicas € espectrométricas como a espectrometria de massas (MS) ou a
espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-Vis), ¢ amplamente empregada na analise de
flavonoides. Esses sistemas acoplados permitem ndo apenas a separacao eficiente dos
componentes presentes em extratos vegetais complexos, mas também a sua detecgdo,
elucidagdo estrutural e quantificagdo com alto grau de sensibilidade e seletividade (Pekal;
Pyrzynska, 2014). A capacidade de identificar flavonoides mesmo em niveis traco, além de
diferenciar isOmeros estruturais, demonstra que essas metodologias sdo ferramentas
indispensaveis para o controle de qualidade de fitoterapicos e para estudos fitoquimicos

avangados.

Entretanto, apesar de suas vantagens analiticas, a CLAE apresenta limitagdes
operacionais significativas: os equipamentos sdo de alto custo de aquisicdo e manutengao,
demandam mao de obra qualificada, utilizam grandes volumes de solventes organicos, o que
gera residuos que exigem descarte adequado, e possuem tempo de anélise relativamente elevado
devido a etapa cromatografica (Sampietro; Bertini Sampietro; Vattuone, 2020). Em virtude
dessas restricoes, o0 emprego de técnicas classicas e mais acessiveis ainda se mantém relevante,
principalmente em andlises preliminares ou em contextos de laboratorios com menor

infraestrutura.

Dentre os métodos qualitativos classicos, a cromatografia em camada delgada (CCD)
destaca-se por sua simplicidade, rapidez e baixo custo. A técnica consiste em aplicar uma
amostra sobre uma placa contendo uma fase estacionaria (geralmente silica gel) e promover a
separacdo dos compostos por meio da migracdo diferencial em uma fase movel apropriada.
Apos a eluicdo, a visualizagcdo das bandas pode ser feita sob luz ultravioleta (254 ¢ 365 nm) ou
com o uso de reveladores quimicos especificos. Para flavonoides, os reagentes NP-PEG
(difenilboriloxietilamina) e o cloreto de aluminio (AICls) sdo amplamente utilizados por sua

seletividade na detec¢do dessa classe de compostos (Sampietro; Bertini Sampietro; Vattuone,
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2020). Embora util como método de triagem, a CCD nao permite quantificagdo precisa nem

diferenciagdo estrutural detalhada entre flavonoides com padrdes de substitui¢ao semelhantes.

No contexto das andlises quantitativas classicas, abordagens espectrofotométricas
colorimétricas tém sido amplamente utilizadas para a estimativa do teor total de fendis e
flavonoides em extratos vegetais. A determinacdo de fendis totais, por exemplo, ¢ baseada na
reacdo desses compostos com o reagente de Folin-Ciocalteau (mistura de fosfomolibdato-
fosfotungstato), que resulta na formag¢ao de um complexo azul medido a 760 nm. A intensidade
da absorvancia ¢ proporcional a concentra¢ao de compostos fendlicos presentes (Pobiega et al.,
2019). Ja para a quantificagdo de flavonoides totais, emprega-se a complexagao com AICl: e
monitora-se o complexo formado a 415 nm, utilizando-se geralmente a quercetina como padrao

analitico.

Apesar de apresentarem simplicidade operacional e baixo custo, essas metodologias
apresentam limitacOes analiticas significativas. A seletividade restrita para determinados
subgrupos de flavonoides pode resultar tanto na subestimagdo quanto na superestimagdo dos
teores reais, sobretudo no caso dos flavan-3-6is, como catequinas e procianidinas. Devido as
caracteristicas estruturais desses compostos, a forma¢ao de complexos estaveis com AICls nao
ocorre em meio acido ou neutro; mesmo em meio basico, onde a complexacdo ¢ viavel, a
instabilidade das catequinas compromete a reprodutibilidade e a exatidao dos resultados (Pgkal;
Pyrzynska, 2014). Ademais, tais abordagens ndo permitem obter informacdes sobre a
identidade molecular ou a pureza dos analitos, tornando-as inadequadas quando o objetivo €

caracterizar individualmente os constituintes bioativos.

A andlise de compostos fendlicos e flavonoides em matrizes vegetais € comumente
realizada pela CLAE acoplada a espectrometria de massas ou a espectroscopia UV-Vis, que sdo
consideradas métodos padrdo ouro pela elevada sensibilidade, seletividade e capacidade de
elucidagdo estrutural (Marques et al., 2013). No entanto, esses métodos apresentam limitagdes
importantes para andlises de rotina, como alto custo operacional, consumo excessivo de
solventes, tempo de analise prolongado e necessidade de instrumentacado sofisticada (P¢kal,
Pyrzynska, 2014). Por isso, alternativas mais acessiveis vém sendo exploradas, entre elas as
técnicas eletroanaliticas, como a voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e a
voltametria de onda quadrada, que se destacam pela simplicidade instrumental, baixo custo,
sensibilidade elevada, e rapidez nas respostas analiticas (Hoyos-Arbeldez; Vazquez; Contreras-

Calderon, 2017).
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1.2.6 Voltametria de pulso diferencial (DPV)

Dentre as técnicas eletroanaliticas, a voltametria de pulso diferencial (do inglés
differential pulse voltammetry, DPV) e a voltametria de onda quadrada (do inglés, square wave
voltammetry, SWV) vém ganhando destaque na andlise de compostos eletroativos como
flavonoides e taninos, devido a sua alta sensibilidade, capacidade de detec¢ao em niveis trago
(107 a 10°® mol-L™"), e excelente resolugdo de picos redox (Wang, 2006). Essas técnicas
baseiam-se na aplicacdo de pulsos de potencial sobre um eletrodo de trabalho imerso em uma
solugdo contendo eletrélito suporte, promovendo reagdes de oxirredugdo que geram sinais de

corrente mensuraveis (Scholz, 2015).

Na DPV, pulsos de amplitude constante sdo sobrepostos a uma rampa de potencial
crescente como apresentado na Figura 7. A corrente ¢ medida antes e ao final de cada pulso,
permitindo a corre¢do do sinal de fundo e, com isso, a reducdo significativa das correntes
capacitivas (Labib; Sargent; Kelley, 2016). Isso resulta em maior sensibilidade na detec¢do de
compostos fenodlicos como quercetina, rutina e catequina em extratos vegetais (Chamizo-
Gonzalez; Monago-Marafia; Galeano-Diaz, 2017; Hoyos-Arbeldez; Vazquez; Contreras-
Calderon, 2017) . A DPV tem sido aplicada com sucesso no controle de qualidade de
medicamentos fitoterapicos, auxiliando na quantificacdio de marcadores eletroativos sem

necessidade de pré-tratamento da amostra.

Figura 7. Sinais de excitacdo e voltamograma tipico obtido por DPV.
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Fonte: Adaptado de Hoyos-Arbelaez e outros (2017).
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1.2.7 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV), desenvolvida por Ramaley e Krause em 1969,
¢ considerada uma das técnicas de pulso mais sensiveis e rapidas disponiveis, sendo comparavel
em desempenho analitico a métodos espectroscopicos e cromatograficos (Ramaley ez al., 1914).
Nessa técnica, um potencial de excitacdo com forma de escada é combinado com pulsos
simétricos de forma quadrada, Figura 8. A corrente ¢ medida ao final dos pulsos direto e reverso,
e a diferenga obtida representa o sinal analitico final (Souza; Machado; Avaca, 2003). A forma
do voltamograma fornece informacgdes sobre o tipo de sistema redox (reversivel, irreversivel ou
quasi-reversivel), sendo util para andlises qualitativas e quantitativas com excelente

sensibilidade e discriminagdo entre espécies (Mirceski; Skrzypek; Stojanov, 2018).

Figura 8. (A) Forma de aplicacdo de potencial na SWV e (B) Voltamogramas esquematicos de

onda quadrada para os processo redox (1) reversivel e (2) irreversivel.
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Fonte: Adaptado de Souza et al., 2003.

1.2.8 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammogram, CV), por sua vez, ¢ amplamente
utilizada para investigar os mecanismos de oxidacdo e redu¢do, mesmo apresentando menor

sensibilidade em comparagdo com as técnicas de pulso (Scholz, 2015). A técnica consiste na
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varredura linear do potencial entre um ponto inicial e um potencial de reversdo, com posterior
retorno ao potencial inicial. O grafico de corrente versus potencial resultante, denominado
voltamograma ciclico, revela as caracteristicas redox do analito, como nimero de elétrons
transferidos, reversibilidade e cinética do processo (Yamada ef al., 2022), Figura 9. Por essa
razdo, a CV ¢ frequentemente utilizada como técnica preliminar para caracterizar o

comportamento eletroquimico dos analitos e otimizar as condi¢des analiticas da DPV e da
SWV.

Apesar das vantagens apresentadas, as técnicas voltamétricas ainda requerem
padronizagdo de parametros como pH, eletrolito suporte e tipo de eletrodo, o que pode afetar a
reprodutibilidade dos resultados (Zhupanova et al., 2020). No entanto, 0 avango recente no uso
de eletrodos modificados com materiais condutores (como 6xidos metélicos, carbono grafitico
e nanoparticulas) tem permitido ganhos significativos em seletividade e sensibilidade
(Ziyatdinova; Kozlova; Budnikov, 2018). A aplicagdo dessas técnicas no estudo e controle de
qualidade de extratos vegetais e fitoterdpicos ¢ promissora, sobretudo na determinagdo de

compostos como flavonois, antocianinas e taninos condensados.

Figura 9. (A) Forma de aplicagdo de potencial pelo tempo, utilizando a técnica de voltametria
ciclica. (B) Voltamograma obtido para um sistema reversivel, demonstrando as correntes

anddicas (Ipa) e catddicas (Ipc).
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Fonte: (Siqueira, 2024).
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1.2.9  Sensores eletroquimicos a base de carbono

Nas ultimas décadas, os nanomateriais a base de carbono tém despertado crescente
interesse cientifico devido as suas propriedades unicas, como elevada area superficial,
condutividade elétrica, estabilidade quimica e potencial para funcionalizacdo superficial.
Dentre esses materiais, destaca-se o carbon black (CB), uma forma de carbono amorfo
composta por nanoestruturas obtidas majoritariamente por meio da queima incompleta de

compostos organicos, especialmente derivados do petréleo (Ferrari, 2007; Gan; Hu, 2011).

O CB ¢ constituido por particulas primarias com didmetro entre 3 ¢ 100 nm, que se
agregam espontaneamente formando aglomerados com tamanhos médios na faixa de 100 a
1000 um. Essa estrutura hierarquica confere ao material caracteristicas eletroquimicas
interessantes, como alta porosidade e boa dispersibilidade em diferentes matrizes. A morfologia
do CB, aliada ao seu custo reduzido e ampla disponibilidade comercial, tem favorecido sua
aplica¢do em diversas areas tecnoldgicas, como reforco em borrachas, pigmentos em tintas e,

mais recentemente, em sistemas eletroquimicos avangados.

No campo da eletroquimica, o carbon black tem sido explorado como material condutor
promissor para a modificacdo de eletrodos, especialmente em sensores e biossensores
eletroquimicos. Suas propriedades permitem a fabricacao de dispositivos sensiveis, com menor
sobrepotencial e maior densidade de corrente, mesmo sem a necessidade de pré-tratamentos
complexos. Estudos demonstram que sua aplicagdo em eletrodos de pasta de carbono e
eletrodos serigrafados (SPEs) resulta em boa resposta analitica para a determinacdo de
compostos fenolicos, flavonoides e outras substincias bioativas, refor¢ando sua viabilidade

como material alternativo aos nanotubos de carbono e grafeno (Mazzaracchio et al., 2019).

1.2.10 Tecnologia de impressdo 3D

A tecnologia de impressdo tridimensional (3D) tem se consolidado como uma das
ferramentas mais inovadoras da manufatura aditiva, permitindo a construcao de objetos fisicos
a partir da deposicao sequencial de camadas de materiais (do inglés, layer-by-layer) guiadas
por modelos digitais gerados em softwares de desenho auxiliado por computador (CAD)
(Nadagouda; Ginn; Rastogi, 2020; Rocha et al., 2022). Esse processo revolucionario apresenta

inimeras vantagens, como flexibilidade de design, menor tempo de produgdo, capacidade de
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fabricar estruturas complexas com alta precisdo, economia de materiais e reducdo significativa
na geragdo de residuos (Scholz, 2015). Além disso, proporciona acessibilidade a pequenas
producdes com custos reduzidos, tornando-se uma alternativa viavel para pesquisas cientificas,
prototipagem rapida e até fabricacdo de dispositivos personalizados em larga escala (Abdalla;

Patel, 2025).

Dentre as técnicas disponiveis, destaca-se a modelagem por deposi¢do fundida (do
inglés, Fused Deposition Modeling — FDM), criada em 1989 por Scott Crump. A FDM ¢
amplamente empregada devido a sua simplicidade operacional e a variedade de materiais
compativeis, como polietileno (PE), acido polilatico (PLA), acrilonitrila-butadieno-estireno
(ABS), e polimeros condutores dopados com carbono, que permitem aplicagdes em areas como
a engenharia biomédica a quimica analitica (Abdalla; Patel, 2025; Omar et al., 2021). Nesse
método, o filamento termopléstico ¢ aquecido até alcangar seu ponto de fusdo, sendo entdo
extrudado por um bico aquecido e depositado camada por camada sobre uma plataforma, até

formar a estrutura desejada.

A produgdo de um objeto por impressao 3D inicia-se com a elaboragdo de um modelo
digital tridimensional, comumente realizado em softwares CAD. Esse modelo ¢ entdo
convertido para o formato de arquivo .slt (S7ereoLithography), que representa a geometria do
objeto por meio de uma malha de tridngulos e suas coordenadas espaciais. Ap0Os essa conversao,
o arquivo STL ¢ processado por um fatiador, que gera o G-code — um conjunto de instrucdes
que define parametros como temperatura de extrusdo, velocidade de movimentacao dos eixos,
e quantidade de material depositado. O G-code ¢ enviado para a impressora 3D, que realiza a
deposicao controlada do material fundido de forma precisa, camada a camada, reproduzindo o
objeto tridimensional (Abdalla; Patel, 2025; Montalti; Ferretti; Santi, 2024). A Figura 10 mostra

um esquema de etapas envolvidas no processo de impressao 3D.

A constante evolugdo dessa tecnologia tem permitido o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos impressos em 3D, dispositivos de microfluidica, plataformas para deteccao de
analitos e até suportes para cultivo celular, refletindo seu potencial de inovagao nas ciéncias
experimentais (Candido et al., 2024; Rocha et al., 2022). Assim, a impressdo 3D representa
uma ferramenta promissora e versatil para o avango da pesquisa cientifica, promovendo

solucdes criativas, personalizadas e sustentaveis.
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Figura 10. Ilustragdo do processo FDM.
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Fonte: A autora.

1.2.11 Sensores impressos em 3D a partir de filamentos condutores

A aplicagdao da impressao 3D na fabricagdo de sensores eletroquimicos tem ganhado
destaque significativo na quimica analitica, especialmente a partir de 2012 (Abdalla; Patel,
2025). Essa abordagem inovadora possibilita a produgdo de dispositivos customizados e de
baixo custo a partir do uso de filamentos condutores, formados por uma matriz polimérica
termoplastica misturada a materiais condutores, como negro de fumo (do inglés, carbon black)
ou grafite (Rocha et al., 2022). No entanto, uma das limitagdes recorrentes nessa tecnologia ¢
a predominancia da fase polimérica, que pode dificultar o acesso aos sitios condutores na
superficie do eletrodo, resultando em baixa condutividade elétrica e desempenho eletroanalitico
inferior, especialmente evidenciado por separagdes amplas entre os picos e baixas correntes em

voltamogramas ciclicos de espécies redox reversiveis.

A fim de mitigar essas limita¢des, tém sido amplamente empregados tratamentos de
superficie, como solventes, degradagdo enzimatica, tratamentos eletroquimicos € quimicos,
para remover parte da matriz ndo condutora e expor os materiais condutores (Rocha et al., 2020;
Veloso et al., 2023). Dentre esses, o tratamento quimico com solu¢do de hidroxido de sédio

(NaOH) em concentragdes da ordem de 0,5 mol L' tem se mostrado particularmente eficaz.
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Estudos recentes demonstram que tal abordagem promove a degradacdo parcial do PLA,
aumentando a rugosidade superficial, a 4rea eletroativa e favorecendo a cinética de
transferéncia de carga nos eletrodos modificados (Grazioli ef al., 2023). Em geral, esse tipo de
ativacdo tem sido fundamental na otimizacdo do desempenho de sensores voltamétricos
produzidos por manufatura aditiva, sobretudo na andlise de compostos fendlicos de baixa

concentragdo e comportamento redox irreversivel.

Historicamente, filamentos comerciais como o Black Magic® (PLA com grafeno) e o
Proto-Pasta® (PLA com negro de fumo) foram amplamente utilizados, mas apresentavam
limitagdes como alta propor¢do de matriz polimérica e a necessidade de ativagdo posterior.
Diante disso, diversos grupos de pesquisa vém se dedicando a formulacdo de filamentos
laboratoriais com propriedades condutoras aprimoradas, reduzindo ou eliminando a

necessidade de tratamentos adicionais (Rocha et al., 2022).

Embora os estudos mencionados estejam majoritariamente voltados a deteccdo de
farmacos ou compostos ambientais, a tecnologia tem se mostrado promissora para a andlise de
compostos bioativos em matrizes vegetais, especialmente em plantas medicinais. Catequinas e
procianidinas, por exemplo, sdo classes de flavonoides amplamente reconhecidas por suas
propriedades antioxidantes e estdo presentes em espécies como Syzygium malaccense e
Syzygium cumini (Gibbert et al., 2021; Vadu et al., 2023). Estudos recentes tém explorado a
eletroquimica como uma ferramenta eficaz para caracterizar e quantificar esses compostos
fendlicos em extratos vegetais (Forzato; Vida; Berti, 2020; Yakovleva et al., 2007), destacando
o potencial da impressdo 3D como plataforma de detecgao portatil e sustentavel para aplicagao

na fitoterapia e no controle de qualidade de produtos derivados de plantas de interesse do SUS.

Dessa forma, os sensores eletroquimicos impressos em 3D a partir de filamentos
condutores configuram-se como uma plataforma analitica promissora, reunindo baixo custo,
adaptabilidade de design e elevado desempenho metrologico. Essa tecnologia estabelece o
alicerce conceitual e experimental que sustenta os objetivos deste trabalho, voltados ao
desenvolvimento e a aplicacdo de um método sensivel, seletivo e de rapida execucdo para a

quantificag¢do de taninos condensados em matrizes vegetais e fitoterapicas.
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2  OBJETIVO
2.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um método eletroanalitico de quantificagdo de

taninos condensados em fitoterapicos e extratos vegetais.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método eletroanalitico de baixo custo para quantificagdo de taninos
utilizando eletrodo descartavel obtido por impressora 3D;

e C(Caracterizacdo da composi¢do quimica de extratos de material vegetal de Syzygium
cumini em fitoterapicos de jambolao;

e Comparagdo da composi¢ao quimica dos extratos vegetais de fitoterapicos de Syzygium
cumini e extratos vegetais etandlicos de Syzygium malaccense;

e (Quantificar o teor de fenois totais por método espectrofotométrico e comparar ao teor
de taninos obtido pelo método eletroanalitico;

e Avaliar o teor de taninos em fitoterdpicos comerciais de jamboldo pelo método
eletroquimicos e comparar com a composi¢cdo quimica analisada pela espectrometria de

massas.

3  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentaciao

e Balanga analitica SHIMADZU modelo ATX224;

e Balanga de luz infravermelho para determinagdo da umidade Quimis modelo Kett
FD600;

e Evaporador rotatério IKA modelo RV 10;

e Liofilizador TERRONI modelo LS3000;

e Lavadora ultrassénica UNIQUE modelo USC 750;

e Espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis;

e Espectrometro de massas Maxis Impact;

e Micropipeta Eppendorf Research plus 100-1000 pL;

e Micropipeta Eppendorf Research plus 20-200 pL;
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e Micropipeta Eppendorf Research plus 500-5000 pL;
e Potenciostato/galvanostato n-AUTOLAB tipo III (Metrohm Autolab BV, Utrecht,
Holanda) conectado a um computador utilizando o software NOVA 2.1.4;

e Agitador magnético com aquecimento C-MAG HS 7;

3.2 Reagentes e solucoes

Os fitoterapicos da tintura e medicamento de Syzygium cumini foram obtidos por
meio de diferentes farmacias de manipulagao em Uberlandia, MG, Brasil: Naturallis e Farméacia

Homeopatica Mineira, respectivamente.

Os reagentes utilizados nos experimentos estao listados na Tabela 1, de acordo com sua
procedéncia, bem como seus respectivos graus de pureza. Todas solu¢des foram preparadas em
agua deionizada (R >18 MQcm) obtida do sistema de purificagdo de agua Milli Q (Millipore,
Bedford, MA, EUA).

Tabela 1 - Especificacdes dos reagentes utilizados no preparo de solu¢des e amostras para a

realizacdo dos experimentos.

Substancia Pureza/teor Empresa Origem
Catequina 98,0% (m/m) Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Quercetina 95,0% (m/m) Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Proantocianidina ~ 98,0% (m/m) Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Etanol 99,8% (v/v) Synth Sao Paulo, Brasil
Acido sulfurico 98,0% (m/v) Synth Sao Paulo, Brasil
Folin- Ciocalteu M Dinamica Indaiatuba, SP (Brasil)
Hexano 95,0% (v/v) Isofar Rio de Janeiro, RJ (Brasil)
Acido acético 99,8% (v/v) Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Acido bérico 99,5% (m/m) Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)
Acido fosforico 99,0% (m/v) Sigma-Aldrich Milwaukee, WI (EUA)

Fonte: A autora.
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3.3 Instrumentacio, célula eletroquimicas e eletrodos

A técnica de impressao 3D foi utilizada para imprimir os eletrodos de trabalho e a célula
eletroquimica. Uma impressora Flashforge Dreamer NX 3D (Sao Paulo, Brasil) foi utilizada
para fabricar os eletrodos de trabalho. Uma impressora GTMax 3D (Sao Paulo, Brasil) foi

utilizada para imprimir as células eletroquimicas.

Uma célula impressa em 3D (volume de 10 mL) foi utilizada em todas as medi¢des
voltamétricas da catequina. A célula eletroquimica impressa em 3D possuia uma tampa
arredondada com dois espacos circulares nos quais foram posicionados um fio de platina (contra
eletrodo) e o eletrodo de referéncia (Ag|AgCl|KCl(sat.)). Apés um polimento mecanico com
diferentes lixas imidas por 40 s cada, o eletrodo de trabalho CB-PLA (carbon black e acido
polilatico) adquirida da Proto Plant Inc. (Vancouver, EUA), foi posicionado na parte inferior
da célula e um anel de vedagdo de borracha (Oring) de didmetro interno de 0,54 cm e area

interna de 0,229 cm? foi utilizado para evitar vazamentos no sistema (Siqueira, 2024).

Além disso, uma placa de ago foi acoplada ao eletrodo de trabalho para melhorar o
contato elétrico. A Figura 11 mostra os componentes da célula eletroquimica: (A) tampa inferior
e parafusos; (B) chapa de aco; (C) eletrodo de CB-PLA; (D) contra eletrodo e eletrodo de
referéncia; (E) corpo da célula; (F) tampa superior; (G) oring e (H) célula eletroquimica

montada.

Figura 11. Imagens dos componentes da célula eletroquimica impressa em 3D: (A) tampa
inferior e trés parafusos; (B) chapa de aco; (C) eletrodo de trabalho CB-PLA; (D) contra
eletrodo e eletrodo de referéncia; (E) corpo da célula; (F) tampa superior; (G) oring e (H) célula

eletroquimica montada.

Eletrodo de trabalho
de CB-PLA

Fonte: A autora.
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Em seguida, foi realizado um tratamento eletroquimico dos eletrodos CB-PLA
impressos em 3D antes dos experimentos subsequentes, por amperometria, usando NaOH
0,5 mol L' como eletrdlito suporte, aplicando o potencial de +1,4 V (vs. Ag|/AgCl|KClsat.) por
200 s, seguido por -1,0 V (vs. AglAgCl| KClsat.) pelo mesmo tempo. Este protocolo foi
adaptado de um trabalho anterior que mostrou grande exposi¢ao de particulas condutoras de
negro de fumo (CB) (Richter ef al., 2019). Também foi utilizado uma limpeza eletroquimica
com H2S04 0,5 mol L! como eletrélito suporte para evitar a formacdo de filme da catequina na
superficie do eletrodo, aplicando o potencial de +1,8V (vs. Ag|AgCl|KClsat.) por 30 s, seguido
de -1,0V (vs. Ag|AgCI|KClsat.) por 45s como demostrado na Figura 12, tal tratamento foi
realizado subsequente entre as medidas para diferentes analitos utilizados no mesmo
experimento. Depois foi colocado na célula o eletrdlito de suporte composto por HoSO4

0,5 mol L' e etanol 30% (v/v) adicionando-se o analito em seguida.

Figura 12. Representacao esquematica da analise eletroquimica realizada.

+1.4V 2008 -10V 200 s +1.8V 30s 71.0V\r45 s
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Eletrolito de suporte: 0,5 mol L-!
H,S0,, 30% etanol

l - 1 Analise eletroquimicaparaa |
L detecciio da catequina JI

Eletrodo de trabalho

Fonte: A autora.



45

3.4 Coleta e preparo do material vegetal

Folhas e galhos de Syzygium malaccense foram coletados na UFU Santa Mdnica, bloco
1D, (-18,9201068; - 48,2599934) em frente ao instituto de quimica e proéximo ao restaurante
universitario, bloco 5Y, (-18,9140593; -48,2593949), respectivamente. As exsicatas foram
preparadas e identificadas pela professora Dra.. Rosana Romero no Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Uberlandia e depositada no Herbario da UFU com o niimero 86645.
Posteriormente as folhas e galhos foram encaminhadas para o Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais (NuPPeN) no Instituto de Quimica UFU e colocadas em estufa a 35 °C até que a
umidade ficasse abaixo de 10%. A umidade foi determinada em uma camara de infravermelho
pelo método gravimétrico, onde 1 g das folhas e galhos foram monitoradas a uma temperatura
de 105 °C por 15 mim. Quando a umidade estava em 9,5%, as folhas e galhos foram retirados

da estufa e trituradas utilizando um multiprocessador.

3.5 Preparo dos extratos hexanicos e etandlicos

O extrato hexanico da Syzygium malaccense foi preparado pelo processo de maceracao,
onde 248,24 g das folhas e 121,12 g dos galhos secos foram colocadas cada um em um
erlenmeyer e acrescentado 500 mL e 250 mL de hexano respectivamente. A cada dois dias o
hexano foi filtrado e destilado em um evaporador rotatorio, obtendo assim o extrato hexanico
(EH). Esse processo foi realizado 5 vezes. O extrato etanolico (EE) foi obtido da mesma forma
que o EH, onde ao material vegetal remanescente da extragdo com hexano foram adicionados
500 mL e 250 mL de etanol, respectivamente, € o processo de extragao foi repetido 5 vezes. Os

extratos foram congelados e liofilizados para remocao de residuos de agua.

3.6 Preparo e analise das amostras de Syzygium malaccense e dos fitoterapicos de

Syzygium cumini

Para a analise dos extratos etanolicos de Syzygium malaccense, foram pesados 5 mg do
extrato seco, os quais foram diluidos em 1 mL de etanol, obtendo-se a concentragdo final de

5mg mL™'. Considerando-se a complexidade da matriz vegetal e a presenga de diversos
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interferentes, foi necessaria a realizagdo de uma etapa de purificagdo (clean-up) utilizando
extragcdo em fase solida (SPE).

Os cartuchos de SPE foram previamente condicionados com 1,0 mL de metanol grau de
pureza HPLC, aplicando-se em seguida ImL da solucdo da amostra. A elui¢ao foi realizada
com 1,0 mL de metanol, e o eluato foi coletado para anélise.

Posteriormente, foram adicionados 300 pL do eluato a célula eletroquimica contendo o
eletrélito suporte (4cido sulfirico com 30% de etanol), sendo realizadas anélises em triplicata.
As concentragdes das amostras foram determinadas a partir da equacdao da curva analitica,
utilizando o método de calibracdo externa.

O mesmo procedimento analitico foi empregado para o fitoterapico comercial em
capsulas e a tintura contendo o extrato de Syzygium cumini. Inicialmente, o material foi
submetido a uma extracao tradicional com metanol, solvente escolhido devido a sua eficiéncia
na solubilizacdo de flavonoides. Em seguida, foi pesada uma massa especifica do fitoterapico,
a qual se adicionou aproximadamente 3 mL de metanol para cada grama do material. A mistura
foi submetida a tratamento em banho de ultrassom por 10 minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, a amostra foi filtrada utilizando filtro de politetrafluoretileno (PTFE) com didmetro de
13 mm e porosidade de 0,22 um. O solvente foi removido por evaporagao, obtendo-se o extrato
seco, cujo rendimento foi calculado de acordo com a Equacdo 1 abaixo. A Tabela 2 abaixo

representa os dados obtidos utilizado a extracao.

m extrato seco

Rendimento (%) = x 100 Equacao 1

m fitotertapico

Tabela 2 - Dados da extragdo por método tradicional dos fitoterapicos utilizando o metanol
como solvente.

Fitoterapico Massa do Massa do extrato Rendimento (%)
fitoterapico (g) (2)
Capsula 2,0044 0,0414 2,07
Tintura 2,0985 0,0046 0,22

Fonte: a autora.

Ap6s a determinagdo da massa obtida, o extrato foi dissolvido em 1 mL de etanol e realizou-se
o0 mesmo procedimento de clean up das amostras utilizando o cartucho 18 em fase solida (SPE).
Para a analise eletroquimica, foram adicionados 300 pL. do medicamento tratado e da tintura

diretamente a célula contendo o eletrolito (acido sulfurico com 30% de etanol).
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3.7  Teor de fendis totais e de proantocianidinas

O teor de fendis totais para os extratos das folhas e galhos de Syzygium malaccense e os
fitoterapicos de Syzygium cumini (preparados de acordo com o item 3.6) foram determinados
de acordo com a metodologia de Quaresma et al. (2020). Foi adicionado 0,5 mL de solugao
metanolica do extrato com concentracdo de 250 pg mL™! em um tubo de ensaio, juntamente
com 2,0 mL de uma solugdo recém preparada de carbonato de sédio 7,5% (m v'!), seguida de
2,5 mL de solugio aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v v''). Essa mistura foi mantida
em banho a 50 °C por 5 minutos. Para preparo do branco, foi feito o mesmo procedimento

utilizando 0,5 mL de metanol.

Uma curva analitica de absorbancia versus concentra¢do de acido galico utilizada foi
construida, variando a concentragio deste entre solu¢des aquosas de 5 a 60 pg mL!, reagindo
com o Folin-Ciocalteu. A absorbancia da mistura foi medida em 760 nm, utilizando um
espectrofotometro. O resultado obtido foi expresso em mg equivalente de acido galico (EAQG)

por grama de extrato. As andlises foram realizadas em triplicatas.

A determinacdo do teor de proantocianidinas foi conduzida segundo metodologia
baseada na reagao com vanilina em meio acido (Oliveira, 2016). Foram utilizados 2,0 mL da
solucdo metanodlica da amostra (1 mg/mL) e 3,0 mL de solugdo de vanilina a 0,5% (m/v)
preparada em acido sulfurico concentrado (70%, v/v). A mistura foi incubada por 15 minutos a
50 °C em banho-maria. A leitura da absorbancia foi realizada a 500 nm contra branco preparado
com metanol no lugar da amostra. A curva padrao foi obtida a partir de solugdes de catequina
nas concentragdes de 5 a 30 pg/mL. Os teores de proantocianidinas foram expressos em

miligramas de equivalente de catequina por grama de extrato seco (mg EC/g extrato).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e os valores de absorbancia foram

utilizados para interpolagdo nas curvas analiticas.

3.8 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas dos

extratos hexanicos, etandlicos e comercial (CLAE- IES- QTOF-EM/EM)

Os extratos obtidos passaram por um processo de clean up descrito no topico 3.6.

utilizando-se cartuchos de extragdo em fase solida (SPE) contendo silica modificada com
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grupos octadecil (C18). As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas foram realizadas nas dependéncias do Laboratorio de
Nanobiotecnologia, vinculado ao Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia (IBTEC-UFU). Para tanto, foi empregado um sistema CLAE da marca Agilent,
modelo Infinity 1260, acoplado a um espectrometro de massas de alta resolu¢ao do tipo Q-TOF
(Agilent®, modelo 6520 B), equipado com uma fonte de ionizagao por electrospray (ESI) (Said
etal.,2017).

Os parametros cromatograficos utilizados incluiram uma coluna Poroshell (Agilent),
com dimensdes de 2,1 mm de didmetro interno ¢ 10 cm de comprimento, contendo particulas
com didmetro de 2,7 um. A fase movel consistiu em agua acidificada com acido formico a 0,1%
(v/v) (fase A) e metanol (fase B), sendo aplicado um gradiente de eluicdo que variou de 2% de
B no tempo inicial (0 min) até 98% de B entre 0 e 10 minutos, alcangando 100% de B no
intervalo de 10 a 11 minutos. Em relagdo a ionizacdo, os parametros operacionais incluiram
pressao do nebulizador de 20 psi, fluxo de gés secante ajustado para 8 L/min a uma temperatura

de 220 °C, e aplicag@o de uma voltagem de 4,5 kV no capilar.

As analises foram conduzidas no modo negativo, permitindo a aquisi¢do de espectros
em alta resolucdo, bem como espectros de massas sequenciais (MS/MS) em diferentes energias
de colisdo. A identificagdo estrutural dos compostos presentes nos extratos e fragdes foi baseada
na interpretacdo dos valores de m/z obtidos, bem como de seus respectivos padroes de
fragmentacdo. Para essa proposicdo, realizou-se a comparagdo com dados disponiveis na
literatura, além de bancos de dados como ChemSpider, PubChem e MassBank. Ademais,
considerou-se a correspondéncia com a equivaléncia de duplas, a aplicacdo da regra do
nitrogénio, € a avaliacdo do erro de massa (em ppm), conforme estabelecido na Equacao 2,
sendo aceitos valores de erro dentro do intervalo de 0 a = 5 ppm. Para o célculo do erro, a massa

teorica considerada foi baseada nos valores obtidos pelo software ChemDraw®.
__ (massa experimental-massa exata)

Eppm = x 10° Equagdo 2

(massa exata)
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3.9 Quantificacido das amostras de Syzygium malaccense e dos fitoterapicos de

Syzyzgium cumini

As amostras vegetais e fitoterapicas preparadas no item 3.6 foram submetidas a
quantificagdo de taninos condensados em equivalente de catequina utilizando a técnica de
voltametria de onda quadrada (SWV), com auxilio de eletrodo de trabalho impresso em 3D,
composto por acido polilatico (PLA) e carbon black (CB). A quantificacao foi realizada a partir
da construcao de uma curva analitica com padrao de catequina (5 a 30 ug mL™), dissolvida em
solugdo eletrolitica suporte (acido sulfurico 0,5 mol L' e 30% etanol), conforme descrito no
item 3.3. ¢ 3.6.

Os voltamogramas obtidos para as os extratos e fitoterapicos foram comparados com os
do padrao, sendo a quantificagdo realizada por interpolacdo na equacao da reta da curva
analitica — padrao externo por meio da utilizagao da Equacao 3.

Ipico =a+b x C Equagdo 3
Onde:
e Ipico € a corrente de pico de oxidagdo (LA),
e a¢é o valor do intercepto,
e b ¢ o coeficiente angular,
e (¢ aconcentracao da catequina (umol L™).
A equagdo obtida para a curva analitica foi:
1=-0,011+0,101 C (R?=0,999)

Com base nessa equacao, foram determinados os valores de equivalente de catequina

presentes nas amostras de:
o extrato etanolico das folhas e galhos de Syzygium malaccense,
o fitoterapico em capsula e em tintura de Syzygium cumini.
O resultado foi convertido de umol L' de equivalente de catequina para mg de

equivalente de catequina por grama de amostra seca (mg EC/g).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos extratos obtidos

Na Tabela 3 estao apresentados os rendimentos das extragdes realizadas por maceracao
das folhas e galhos de Syzygium malaccense. Trata-se de uma técnica amplamente reconhecida
por sua simplicidade e eficacia, garantindo a extragdo dos compostos presentes nos extratos
sem promover alteragdes em suas estruturas quimicas. Essa preservagao deve-se ao fato de o

procedimento ser conduzido em condigdes de temperatura ambiente e pressao atmosférica.

Inicialmente, realizou-se a extragdo utilizando hexano, resultando nos extratos
hexanicos (EH), cujo objetivo foi remover compostos de baixa polaridade, como, por exemplo,
as clorofilas e acido graxos. Subsequentemente, os extratos etanolicos (EE) foram obtidos por
meio do etanol, um solvente com polaridade intermedidria, capaz de extrair compostos de

diferentes polaridades (Phan; Tran; Sombatpraiwan, 2021).

Tabela 3 - Rendimentos obtidos dos EH, EE e extrato comercial das folhas e galhos da

Syzygium malaccense.

Extrato  Massa de folhas secas =~ Massa obtida de Rendimento (%)
) extrato (g)
EH folhas 2482 17,6 7,1
EH galhos 121,1 1,7 1,4
EE folhas 2482 234 9.4
EE galhos 121,1 2.2 1,8

Fonte: A autora. Nota: EH: Extrato hexanico; EE: extrato etanolico.

Observa-se que os extratos etandlicos de Syzygium malaccense apresentaram maior
rendimento em comparagdo aos hexanicos, o que pode ser atribuido a maior polaridade do
etanol. O extrato com maior rendimento foi o extrato etanolico das folhas. Em relacao as
diferentes partes da planta, os extratos provenientes das folhas apresentaram os maiores

rendimentos.

Macromoléculas como celulose, lignina e hemicelulose, que formam a parede celular e
sdo responsaveis pela sustentagdo das plantas, constituem a maior parte da composi¢do dos

troncos das arvores e nao sao solubilizadas pelo método de maceragdao com solventes organicos
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Isso explica o baixo rendimento dos extratos obtidos a partir dos galhos de Syzygium
malaccense, ja que a quantidade de compostos passiveis de extracdo por esses solventes €

reduzida.

Para os fitoterapicos de Syzygium cumini, cdpsula e tintura, empregou-se uma extragao
tradicional com metanol assistida por ultrassom, seguida de evaporacdo do solvente e
determinagdo da massa de extrato seco. Os rendimentos calculados estdo apresentados na
Tabela 4 (presente no item 3.6). Observa-se que a cépsula apresentou rendimento de 2,07%,

enquanto a tintura apresentou 0,22%.

Tabela 4 - Dados da extragdo por método tradicional dos fitoterapicos utilizando o metanol
como solvente.

Fitoterapico Massa do Massa do extrato Rendimento (%)
fitoterapico (g) (2)
Capsula 2,0044 0,0414 2,07
Tintura 2,0985 0,0046 0,22

Fonte: a autora.

No caso da tintura, cabe destacar que a massa considerada para o calculo de rendimento
ja foi corrigida para refletir somente os 10% de extrato seco presentes na formulagdo, conforme
especificado pela Farmacopeia Brasileira. Assim, o valor apresentado de 0,0046 g ja

desconsidera a fragdo solvente (etanol), representando apenas o teor real do extrato vegetal.

4.2 Analise do teor de fendis totais e do teor de proantocianidina

A quantificagdo dos fendis totais nas amostras foi realizada por meio do método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, composto pela mistura de dois acidos: acido fosfotingstico
(HsP(W3010)4) e acido fosfomolibidico (HsP(M030O10)4). O molibdénio presente no reagente
encontra-se no estado de oxidagdo (VI), apresentando coloragdo amarela que ao entrar em
contato com compostos fenolicos, que atuam como agentes redutores, sao formados complexos
de coloragdo azul de molibdénio-tungsténio, apresentada na Figura 13, que apresenta maxima
absor¢cdo em 760 nm. Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido

gélico por grama de extrato seco (mg EAG-g™).
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Figura 13. Reacdo do acido gélico com molibdénio

COOH Ccoo
N32003
HO OH HO OH
OH OH
Ccoo _
COO0
+2 Mo®* »
HO OH +2 Mo%* + 2H*
OH 0 OH
0

Fonte: Oliveira et al., 2009.

A curva analitica construida a partir de solugdes padrao de acido galico com resultados
apresentados na Tabela 4 apresentou comportamento linear na faixa de concentragdo de 2,5 a

5,0 pgmL™, com equagdo daretay =0,1117x + 0,0297 e coeficiente de correlagdo R*=0,9954.

A quantificagdo dos taninos condensados (proantocianidinas) foi realizada utilizando o
método colorimétrico da vanilina em meio acido. Esse método baseia-se na reagdo entre os
grupos catecolicos presentes nos taninos condensados e a vanilina, em meio fortemente dcido
(acido sulfurico 70%), formando um complexo de coloracdo avermelhada cuja intensidade ¢
proporcional a concentracao da substancia apresentado na Figura 14, com absorbancia maxima

registrada em 500 nm.

Figura 14. Reacdo entre a vanilina e um tanino catéquico

OCngg)kH
HO

Vanilina

Tanino catéquico

Composto vermelho

Fonte: Adaptado de Schofield, Mbugua e Pell, 2001.



53

Os resultados foram expressos como miligramas equivalentes de catequina por grama
de extrato seco (mg EC-g'), também apresentados na Tabela 4, a partir de curva analitica

construida com equacao da reta y = 0,0234 x + 0,013 e coeficiente de correlagao R? =0,9963.

Tabela 5 - Teor de fendis totais e teor de proantocianidinas dos extratos hexanicos e etandlicos

de folhas e galhos da planta Syzygium maleccense e dos fitoterapicos de Syzygium cumini.

Amostra Teor de fenois totais (mg  Teor de proantocianidinas
EAG gextrato™!) (mg EC gextrato™)

EH folhas 129,6 + 8,1 66,7 + 6,1

EH galhos 186,2+1,9 95,5+23

EE folhas 303,7+9,1 156,4+7,2

EE galhos 198,1 £99 102,10 + 7,4
Fitoterapico tintura 291,8+89 1503+ 7,9
Fitoterapico capsula 128,2+ 83 66,1 +7,6

Fonte: A autora. Nota: EH: Extrato hexanico; EE: extrato etandlico.

Observou-se que os extratos etandlicos apresentaram maior concentragdo de compostos
fenolicos em relagdo aos extratos hexanicos, o que pode ser atribuido a maior polaridade do
etanol e sua maior afinidade com substancias fenolicas. O extrato etandlico de folhas (EE
folhas) de Syzygium malaccense apresentou o maior teor de fendis totais, com 303,7 + 9,1 mg
EAG-g, seguido pela tintura fitoterapica de Syzygium cumini (291,8 £ 8,9 mg EAG-g),
demonstrando a eficiéncia do etanol na extracdo desses compostos bioativos. Por outro lado, a
menor concentracdo foi observada na cépsula fitoterapica (128,2 + 8,3 mg EAG-g™"), o que

pode refletir diferencas no processamento, formulagao ou estabilidade do produto.

Além disso, foi possivel verificar que, tanto nos extratos hexanicos quanto nos
etanolicos, os galhos apresentaram maior teor de fendis do que as folhas, com excec¢do do
extrato etanolico, onde o teor foi superior nas folhas. Tais variagdes podem estar relacionadas
a fatores como sazonalidade, metabolismo secundario diferencial entre os 6rgaos vegetais e
variabilidade no conteudo de taninos, flavonoides e outros fenodis ndo identificados

individualmente.

Esses resultados indicam que os extratos etandlicos de Syzygium malaccense e os
produtos fitoterapicos de Syzygium cumini possuem quantidades expressivas de compostos
fenolicos, os quais estdo diretamente associados a atividades antioxidantes, anti-inflamatorias

e farmacologicas relevantes. A elevada concentragdo encontrada, especialmente no EE folhas,
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evidencia o potencial fitoquimico da espécie e reforca sua aplicabilidade terapéutica e interesse

na padronizagdo de extratos vegetais.

Além do mais, os resultados do teor de proantocianidina indica que o extrato etanolico
das folhas de Syzygium malaccense apresentou o maior teor de proantocianidinas
(156,4 £ 7,2 mg EC/g extrato), seguido pela tintura de Syzygium cumini (150,3 +7,9 mg EC/g
extrato). Isso sugere que a polaridade do solvente etandlico favoreceu a extracao desses

compostos, que possuem maior solubilidade em solventes hidroalcoolicos.

Comparando os diferentes extratos da mesma espécie, nota-se que os extratos etanolicos
(EE) apresentaram teores de proantocianidina significativamente maiores que os extratos
hexanicos (EH), corroborando a afinidade dos taninos condensados com solventes polares.
Entre os extratos hexanicos, o dos galhos apresentou teor superior (95,9 + 2,3 mg EC/g) ao das
folhas (66,7 = 6,1 mg EC/g), o que pode estar relacionado a maior presenca de tecidos lenhosos

ricos em flavonoides oligoméricos.

No que tange aos fitoterapicos de Syzygium cumini, a tintura demonstrou alto teor de
proantocianidinas (150,3 + 7,9 mg EC/g), comparavel aos extratos vegetais, indicando que o
processo de extracdo alcoolica utilizado na fabrica¢do pode preservar adequadamente esses
compostos bioativos. Ja o fitoterapico em capsulas apresentou menor teor (66,1 + 7,6 mg EC/g),
resultado que pode ser atribuido a padronizagdo insuficiente da matéria-prima ou a degradagao

de taninos durante o processamento industrial.

4.3 Identificacao dos compostos nos extratos por espectrometria de massas

A identificacdo dos compostos presentes nos extratos foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, utilizando um
sistema de ionizagdo por electrospray (IES). As andlises foram conduzidas nos modos de
ionizagdo positivo e negativo. A Tabela 5 em conjunto com a Figura 15 apresentam as propostas
de identificacdo dos compostos detectados nos extratos etandlicos e hexanicos das folhas e
galhos de Syzygium malaccense e fitoterdpicos de Syzygium cumini, juntamente com seus
respectivos valores de m/z e o erro em ppm associado a cada substancia. O cromatograma
obtido no modo negativo, assim como os espectros de massa correspondentes a cada composto

listado na tabela, estao disponiveis no apéndice.
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Tabela 6 - Proposta de identificagdo dos compostos dos extratos etandlicos e hexanicos da espécie Syzygium malaccense e dos fitoterapicos de

Syzygium cumini.

(continua)
t Formula ex ”elﬁme m/z Erro fons Fragmentos
R Nome do composto P calculado (m/7) Amostra Referéncia
(min) Molecular ntal [M - H| (ppm) MS/MS!
[M-HJ
L os3 Acido Tartérico (1) CiHOs 1490994 149,0092 134 20¢V:iI3L87.72 ppp ppg, 1, ¢ (Baleiras-Couto
59 etal., 2023)
2 (Rummun et al.,
o , . 20eV: 173,127, 2021; Serrano-
0,53 Acido quinico C7H1206 191,0564 191,0561 1,57 109, 93, 85, 59 C Garcia et al.,
2025)
3 osl0 Acido malico CHOs 1330145 1330142 226 1oV 171 15 89,73, EEG, C (Syal;%gaz)e -
4 o L 20 eV: 111, 87, 85, (Hernandez et
0,66 Acido citrico CcHsO7 191,0196 191,0197 —-0,52 67, 57 EEF, T, C al., 2022)
S 079 HHDP-glicose CaoHisO1s  481,0622  481,0624 —0,42  20eV: 301,275 C (Gorggi’le)’ al.,
6 20eV: 271, 241, (Mena et al.,
1,26 Galoil glicose CisHi6010  331,0668  331,0671 —-0,91 211,169, 151, 125, EEF, C 2012; Rummun
124,123 etal.,2021)
7 (Baleiras-Couto
¢ 1 15eV: 125, 107, etal., 2023,
1,36 Acido galico C7HeOs 169,0140 169,0142 -1,18 79. 69 EEF, EEG, T, C Duyen Vu et dl.,
2019)
8 Castagalina ou isomero  CaHaO2e 933,041 933,0640 0,11 20¢V: 631,425, (Sobeh et al.,
2,40 301 C 2018a)
9 ’ . . b 15eV: 301, 275,
Castagalina ou isomero C41H26026 466,0281 466,0283 -0,43 249,231, 169
10 . . 20eV: 219,179, (Baleiras-Couto
3,23 (epi)galocatequina CisHi407  305,0670  305,0667 0,98 167, 137, 125 C et al., 2023)
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Tabhela 6 - Proposta de identificaciio dos compostos dos extratos etanolicos e hexdnicos da espécie Svzygium malaccense e dos fitoterapicos de

Syzvgiwm cumini.

(continuagdo)
t Formula ex ”eiﬁme m/s Erro fons Fragmentos
R Nome do composto P calculado (m/f) Amostra Referéncia
(min) Molecular ntal [M - H| (ppm) MS/MS!
[M—-HJ
1 456 Hidroxitirosol glicosideo  CiaHxnOs 315,103 3151085 2,54  15eV: 153, 123 EEF (See[“;l“oz'g;‘)“a
12 ) (Gordon et al.,
4,66  Penduculagina ou isomero  Cs4Hx4O2,  783,0678  783,0686  — 1,02 25 ev';;i.l’ 301, C 2011; Mena et
al., 2012)
13 Acido dihidroxibenzoico 15eV: 153,152, (Serrano-Garcia
5.07 pentosideo CipH140s  285,0611  285,0616 —1,75 109, 108 EEF et al., 2025)
14 20 eV: 271, 245, (Duyen Vu et
5,76 (epi)catequina CisHisO¢  289,0723  289,0718 1,73 203,179, 161, 137, EEF, C al., 2019; Said et
125, 123,109, 97 al., 2017)
15 15eV:303,7692;
. . 301,0298; (Taamalli et al.,
6,41 (epi)galocatequina CisHi40O7  305,0677  305,0667 3,28 280.0581: EEG, C 2015)
279,1477
16 . . 15 eV: 451, 409,
6,44 (epi)catequina- CaoHaO11 561,1404  561,1402 036 391,289, 271, 245, T (Sobeh et al.,
(epi)afelequina 161. 125 2018b)
17 CioHaoOx + 15 eV: 385, 223, (Rosso et al.,
6,65 Vomifoliol-hexosideo }llgc 8’0% 431,1927  431,1923 0,93 205, 179,153,119, C 2022; Wei et al.,
101, 89, 71, 59 2021)
18 (epi)catequina- 25eV: 681, 663, (Bittar ef al
7,03 (epi)afzelequina- C4sH3s016  833,2091  833,2087 0,48 561, 529,451, 289, T v
: . 2024)
(epi)afzelequina 205, 161
19 L , 30 eV: 316, 287, (Lopes et al.,
7,59  Miricetina-O- ramnosideo  C1Hz0012  463,0878  463,0882 - 0,86 271, 179, 151 EEF, C 2022)
20 30 eV: 283, 257, (Mena et al.,
7,87 Acido elagico CisHeOs  300,9995  300,9990 1,66 245,229,200, 185, C 2012; Sobeh et

173,157, 145, 129

al., 2018)
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Tabela 6 - Proposta de identificaciio dos compostos dos extratos etandlicos e hexfnicos da espécie Svzygium malaccense e dos fitoterapicos de

SUZVEIUM CUMINI.

(continuagdo)
t Formula ex ngﬁme ms Erro fons Fragmentos
R Nome do composto P calculado (m/z) Amostra Referéncia
(min) Molecular ntal [M - H (ppm) MS/MS!
M-H|
21 30 eV:300,0186; (Gordon et al
8,07 Quercetina-O-Pentosideo  CyoHisO1nr 433,0771  433,0776  —1,15 271,0170; EEF ”
2011)
169,0059
= Metiil-miricetina-O 20ev: 331, 330, (Bilellraz_(%?to
8,07 A etina-t- CxH2013  493,0986 493,0988 —0,41 316, 315, 287, 259, EEF etas, ’
hexoside 151 Gordon et al.,
2011)
23 Miricetina-O-acetil- 25 eV: 463, 316, (Gordon et al.,
8,09 ramnosideo C»;H2013  505,0986  505,0988 —0,39 287,271, 179 C 2011)
24 30 eV: 314, 301,
Isorametina-O-pentosideo  C1H20011  447,0931  447,0933 —-0,45 300, 299, 271, 255, EEF (Lietal., 2016)
8,40 151
25 Mearnsitrin ou 20 eV: 331, 316, (Lopes et al.,
Isdmero CoHnOn 477,109 477,1038 0,21 315,287,271 EEF 2022)
26 Metil-miricetina-O-acetil- 25eV: 331, 330, (Gordon et al.,
8,50 ramnosideo CoaH2i0ns 519,142 519,144+ —0,39 316, 315, 287, 271 C 2011)
27 . 30 eV: 301, 300,
8,68 Quercetina-O- CaHO1  489,1034  489,1038  —0,82 271,255,226, 179, C (Wu et al,
acetilramnosideo 151 2019)
28 ‘. . EEF, EHF
Acido anacardico 20eV: 325, 133, ’ ’ (Quenon et al.,
14,41 C17:3 CuH340;  369,2432  369,2435 -0,81 119, 106 EHG 2022)
29
14,63 AC‘dOCafg_clard‘co CpHyOs 3452434 3452435 —029  20eV:301,106  EEF, EHF, EHG (Que;g;zjf al,
30 )
14,91 Acido anacirdico CoHyOs 3712592 3712592 0 20eV: 327,119, ppp pyp pug  (Quenonetal,

C17:2

106

2022)
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Tabela 6 - Proposta de identificaciio dos compostos dos extratos etanolicos e hexdnicos da espécie Svzvgium malaccense e dos fitoterapicos de

SHEVgIum cuming.

(conclusdo)
m/; m/s p
¢ Férmula ex ergme calcula  Ions Fragmentos
R Nome do composto M -H]" P do (m/f7) Amostra Referéncia
(min) Molecular ntal 1
M_p- M- MS/MS
H|
3 1536 Acido anacérdico CnHieOs  347,2594  347,25292 0,58 20eV: 303,106  EEF, EHF, EHG (Quezng;zjt al,
2 1640 Acido anacdrdico CoullaoOs 3752903 3752905 —053 20 eV: 331, 106 EEF, pap  (Quenoneral,
C17:0 2022)

3 1ee ACldOCaf;"lardlco CaHiOs 4013061 401,3061 0 20eV: 357,106  EEF, EHF, EHG (Queznggzjt al.,

Nota: 1: o ion fragmento em negrito € o pico base; a: https://hmdb.ca/metabolitess HMDB0340875, b: [M-2H];

O ion fragmento em negrito indica o pico base;

Nota 2: EEF (extrato etanolico das folhas), EEG (extrato etandlico dos galhos), EHF (extrato hexanico das folhas), EHG (extrato hexanico dos galhos), C (fitoterapico capsula),

T (fitoterapico tintura);

Nota 3: o ion fragmento em negrito refere-se ao pico base.


https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0340875
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Figura 15. Estrutura dos compostos identificados (Tabela 5: 1-23) nos extratos etandlicos, hexanicos, medicamento e tintura de Syzygium

malaccense e Syzygium cumini.
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Figura 16. Estrutura dos compostos identificados (Tabela 5: 24-32) nos extratos etanolicos, hexanicos, medicamento e tintura de Syzygium
malaccense e Syzygium cumini.
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Fonte: A autora.
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A Tabela 6 apresenta os principais compostos anotados, com destaque para flavonoides
monoméricos (catequina, quercetina), taninos condensados (proantocianidinas) e acidos
fenolicos (acido galico, acido anacardico), indicando uma diversidade fitoquimica compativel
com espécies medicinais das familias Myrtaceae € Anacardiaceae. A seguir, sdo descritas as
propostas de fragmentacdo para trés dos principais compostos anotados: catequina, acido

anacardico e (epi)catequina—(epi)afelequina.

A catequina (Figura 1), presente nas amostras etanodlicas das folhas e galho e do
fitoterdpico em capsula, ¢ um composto fendlico pertencente ao grupo dos flavonoides,
amplamente reconhecidos por suas propriedades benéficas a sautde humana, incluindo efeitos
antioxidantes, anti- inflamatorios, ¢ na prevencdo de doengas cronicas, como diabetes
(Bernatoniene; Kopustinskiene, 2018). Esses compostos estdo presentes em diversas fontes
vegetais, como cha verde, cacau, uvas e magas, sendo frequentemente associados a reducao do

estresse oxidativo e a modulacao de processos inflamatorios (Kim; Heo, 2022).

A catequina foi identificada pelo ion [M—H] em m/z 289, com formula molecular
CisH140s, erro < 5 ppm e fragmentos caracteristicos compativeis com a estrutura do flavan-3-
ol.

A fragmentacdo apresentada na Figura 17 envolveu:

e m/z 245 — perda de CO: (44 Da), indicando a descarboxilacdo do anel A;

e m/z 179 — ruptura adicional do anel C, com eliminacao de radicais hidroxila;

e m/z 125 — fragmento do anel B com perda de grupos oxidrila.
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Figura 17. Proposta de fragmentacdo para a molécula (epi)catequina.
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Fonte: A autora.

Estes padroes sdo consistentes com a literatura (Yuzuak; Ballington; Xie, 2018) e
indicam uma fragmentagao tipica de flavonoides monoméricos do tipo flavan-3-ol.

O 4cido anacardico, presente nos extratos hexanicos de galhos e folhas, além do extrato
etanolico das folhas de Syzygium malaccense, com m/z 347 e féormula molecular C22Hz00s3, €
reconhecidamente um marcador quimico do género Anacardium, especialmente presente em
folhas e cascas (Silva et al., 2022). No entanto, estudos recentes também confirmam a presenca
desses compostos no género Syzygium (Quenon et al., 2022), corroborando os achados do
presente trabalho.

A fragmentacdo, apresentada na Figura 18, observada incluiu:

e m/z 303 — perda de CO: (44 Da), o que € consistente com a descarboxilacdo do grupo

acido carboxilico presente na extremidade da cadeia lateral;
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Figura 18. Proposta de fragmentagdo para o acido anacérdico.
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Fonte: A autora.

Também foi proposto a fragmentagdo do tanino condensado (epi)catequina—
(epi)afelequina, apresentado na Figura 19 , encontrado no fitoterapico de tintura, de m/z 561, e
férmula molecular CsoH26012, condizente com uma proantocianidina dimera.

A fragmentacdo observada indicou:

e m/z 289 — perda de uma unidade de catequina;
e m/z 271 - fragmento obtido da unidade de afelequina por perda de 18 Da (H20), o que

indica desidratacdo seguida de rearranjo, frequentemente observado em flavandis

condensados;
e m/z 245 - fragmento tipico de catequina, refletindo a cisdo de ligagdes
interflavonoidicas;

o fragmentos de massa intermediaria oriundos de rupturas progressivas da ligacao C4—-C8

ou C4-C6.



Figura 19. Proposta de fragmentagao (epi)catequina-(epi)afelequina.
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4.4 Estudo da catequina por CV utilizando eletrodo impresso em 3D a base de carbon

black (CB) e acido polilatico (PLA)

O perfil eletroquimico caracteristico da catequina foi analisado utilizando o eletrodo de
CB-PLA produzido por impressdo 3D (Richter et al., 2019). A Figura 20 apresenta os
voltamogramas obtidos para uma solu¢do de catequina a 1 mmol L', considerando dois
tratamentos distintos: apenas tratamento superficial com NaOH 0,5 mol L™ (Figura 20A) e
tratamento com NaOH seguido da aplicagdo de um potencial de limpeza em solu¢do de H2SO4
0,5 mol L' (Figura 20B). Este tratamento foi feito para remover a parte ndo condutora da
superficie do eletrodo. De acordo com a literatura, o PLA ¢ um polimero de éster sucetivel a
reacao de hidrolise em meio basico, quebrando a molécula em tamanhos menores. Além disso,
a aplicagdo de potenciais contribui para a formacdo de grupos oxigenados que melhora a

interagdo de compostos de esfera interna com a superficie do eletrodo.

Além do mais, a escolha do eletr6lito composto por H2SO4 0,5 mol L™ e etanol 30%
(v/v) foi fundamentada em estudos previamente reportados na literatura (Gomes et al., 2022).
Observou-se que em meio menos acido a catequina se eletropolimeriza sobre a superficie do
eletrodo, formando um filme que promove a passiva¢do da area eletroativa e reduz os sinais
analiticos. Dessa forma, a etapa de aplica¢do do potencial de limpeza com H>SO4 mostrou-se
essencial para evitar a formagao deste filme para preservar a eficiéncia analitica do sistema,
além deste contribuir para que certas espécies ndo adsorvam na superficie do eletrodo pelo seu
poder oxidante, o que favorece o aparecimento mais definido do sinal da catequina. Com isso,
os proximos passos deste trabalho consistem em realizar mais estudos sobre este topico, através

da Espectroscopia Raman e Microscopia Eletronica de Varredura.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos (CV) da catequina (1 mmol L™ em etanol) utilizando como
eletrélito uma solucao de H2SO4 0,5 mol L™ com etanol a 30% (v/v). (A) Apds o tratamento da
superficie do eletrodo com NaOH 0,5 mol L™; (B) apos tratamento com NaOH 0,5 mol L™

seguido de H2SO4 0,5 mol L™'. Condigdes experimentais: velocidade de varredura =50 mV s™'.
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Fonte: A autora.

A Figura 20A demonstra que, embora se obtenham bons valores de corrente, o
tratamento da superficie com NaOH 0,5 mol L™! leva a rapida passivacdo do eletrodo. Por outro
lado, na Figura 20B, observa-se que o tratamento da superficie com NaOH 0,5 mol L™! seguido
do condicionamento com H>SOs 0,5 mol L' resulta em uma melhora significativa na
repetibilidade das medidas. Nesse contexto, sdo observados dois picos de oxidagdo e um pico
de redugdo. De acordo com os dados apresentados na Figura 21, essas reagdes de oxirredugao
sdao atribuidas a presenca de dois grupos funcionais relevantes na estrutura molecular da
catequina: o grupo catecol, no qual ocorre uma reagdo reversivel que resulta na formagao de
uma quinona; o grupo resorcinol, onde se observa uma reagdo irreversivel, culminando na
formagao de um polimero estavel. Este polimero promove a desativacdo dos sitios cataliticos
do eletrodo, o que, por sua vez, resulta na adsor¢ao da catequina sobre a superficie do material

(Chiorcea-Paquim, et al., 2023).
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Figura 21. Reacdo de oxirreducdo da catequina.
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Fonte: A autora.

4.5 Estudo do efeito de pH sobre a resposta eletroquimica da catequina por DPV

Para realizar a determinagao sensivel e seletiva de catequina, sua resposta eletroquimica
foi investigada em diferentes valores de pH, variando entre 2,0 a 10,0, utilizando o tampao
Britton-Robinson (BR), conforme ilustrado na Figura 20. Os resultados demonstraram que a
resposta eletroquimica da catequina apresenta dependéncia do pH até o valor de 10,0, acima do
qual se observa uma redugdo significativa na estabilidade do composto. As equagdes de

regressao ajustadas para os potenciais de oxidagdo foram determinadas como:

Ep = (- 0,064 + 8,504) pH + 0,632 + 0,004

Ep =(-0,062 + 0,003) pH + 1,006 = 0,016

Correspondentes ao primeiro e ao segundo processo de oxidacdo, respectivamente. Os
coeficientes angulares calculados (-64,0 mV/pH e -62,0 mV/pH) aproximam-se do valor tedrico
de -59,2 mV/pH previsto pela equacdo de Nernst a temperatura de 25 °C (Dai et al., 2015)
indicando que ambos os processos de oxidagao sao dependentes do pH e envolvem quantidades
equimolares de protons e elétrons (Dai ef al., 2015; Vaz et al., 1996). Tal comportamento ¢

consistente com o mecanismo de oxidagdo da Figura 22.
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Figura 22. (A) Voltametria de pulso diferencial (DPV) obtido com corre¢do de linha base da
catequina (30 pmol L, etanol) em diferentes pHs (2,0-10,0), utilizando tampio BR
(0,12 mol L™!, etanol 30% v/v) contendo KCI (0,1 mol L™, etanol 30% v/v). (B) Grafico do
potencial de oxidagao versus pH. Condi¢des da DPV: AEp =4 mV; a= 50 mV tm= 70 ms.
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Fonte: A autora.

Também foi avaliado, por meio da voltametria de pulso diferencial, o comportamento
da quercetina como potencial interferente na identificagdo eletroquimica da catequina em
amostras reais. A escolha da quercetina se justifica por sua estrutura representativa de outros
flavonoides, contendo simultaneamente um grupo catecol € um grupo resorcinol — os mesmos
grupos funcionais responsaveis pela atividade eletroquimica da catequina. Essa semelhanca
estrutural pode resultar em picos de oxidagdo sobrepostos ou muito proximos, dificultando a
distincdo entre os dois compostos em matrizes complexas. Com o objetivo de melhor
compreender esse comportamento, foi realizado um estudo do efeito do pH sobre a resposta
eletroquimica da quercetina, utilizando tampao Britton-Robinson (BR), conforme ilustrado na

Figura 23.
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Figura 23. (A) Voltametria de pulso diferencial (DPV) obtido com correc¢do de linha base da
quercetina (30 pmol L', etanol) em diferentes pHs (2,0-7,0), utilizando tampio BR
(0,12 mol L1, etanol 30% v/v) contendo KCI (0,1 mol L', etanol 30% v/v). B) Grafico do
potencial de oxidagdo versus pH. Condi¢des da VPD: AEp =4 mV; a=50 mV tm= 70 ms.
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Fonte: A autora.

A andlise voltamétrica da quercetina em diferentes valores de pH demonstrou que sua
resposta eletroquimica ¢ dependente do pH no intervalo de 2,0 a 7,0. A partir desse limite,
observou-se uma queda significativa na estabilidade do sinal, indicando degrada¢do ou baixa
sensibilidade da espécie eletroativa. As equagdes de regressao obtidas para os potenciais de

pico dos dois processos de oxidag¢ao foram:
Ep: = (0,048 + 0,004) pH + 0,925 + 0,020
Ep2 = (-0,068 + 0,005) pH + 0,619 £+ 0,025,
indicando a participacao de protons nas etapas de transferéncia eletronica.

Ao comparar os voltamogramas do estudo de pH da quercetina (Figura 23) e da
catequina (Figura 22), verifica-se que o primeiro pico de oxidagdo da quercetina ocorre em
potencial praticamente similar ao da catequina. No entanto, a intensidade de corrente da
quercetina nesse ponto € significativamente maior, o que compromete a seletividade da analise
e inviabiliza a quantificacdo exclusiva da catequina em amostras que contenham ambos os
compostos. Por outro lado, o segundo pico da quercetina apresenta uma corrente

significativamente menor que a do primeiro pico. Com base nisso, optou-se por trabalhar na
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regido do segundo processo de oxidacdo, visando minimizar os efeitos de interferéncia da

quercetina sobre o sinal da catequina.

A Figura 24 apresenta os voltamogramas obtidos em diferentes valores de pH (2, 4, 6 ¢
7). O estudo visou identificar a faixa de pH ideal para futura aplicagdo do método, onde a
catequina possa ser quantificada com maior seletividade. Essa figura mostra exclusivamente a
regido correspondente ao segundo pico de oxidagdo da catequina e da quercetina, permitindo

avaliar a separagdo entre os sinais em diferentes condigdes de pH.

Figura 24. Sobreposi¢ao das voltametrias de pulso diferencial (DPV) obtido com correcao de
linha base da catequina e quercetina (30 umol L', etanol) em diferentes pHs (2,0-10,0),
utilizando tampdo BR (0,12 mol L™, etanol 30% v/v) contendo KCI (0,1 mol L', etanol 30%
v/v). Condi¢des da DPV: AEp =4 mV; a =50 mV tm= 70 ms.
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Fonte: A autora.

A determinagdo do pH ideal para a quantificagdo da catequina em amostras reais foi
estabelecida com base na seletividade frente a quercetina e nos efeitos de adsor¢ao na superficie
do eletrodo de CB-PLA. Como demonstrado na Figura 24, em pHs proximos a neutralidade (6

e 7), os potenciais de oxidac¢ao do segundo processo eletroquimico da catequina e da quercetina
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tornam-se muito proximos. No entanto, observa-se que, nesse intervalo de pH, a corrente
associada a quercetina ¢ consideravelmente menor, o que, teoricamente, poderia permitir uma

quantificagdo seletiva da catequina mesmo na presenc¢a do interferente.

Apesar dessa possivel vantagem analitica, os experimentos mostraram que, em pH 6 ¢
7, a catequina apresenta forte adsor¢do na superficie do eletrodo, o que compromete a
estabilidade da resposta voltamétrica. Esse comportamento ¢ compativel com a literatura, que
relata que compostos fenolicos com grupos catecol e resorcinol — como a catequina — tendem
a se adsorver mais fortemente em superficies carbonaceas quando estdo em sua forma neutra,
0 que ocorre predominantemente em pH proximo a neutralidade (Sundaramurthy et al., 2012).
Nesse estado, as interacdes m—m com o material condutor e as ligacdes de hidrogénio sdo
favorecidas demonstraram que, mesmo em pH 6, a catequina apresenta alta afinidade por
superficies poliméricas com sitios doadores de hidrogénio, evidenciando sua elevada tendéncia
a adsor¢do mesmo em condigdes levemente acidas. Esse fendmeno também foi descrito por que
observaram maior adsor¢cdo de compostos fendlicos, como fenol e catecol, em materiais
condutores em pH neutro devido a predominancia das formas moleculares nao ionizadas, que

favorecem interacdes hidrofobicas e eletrostaticas com a superficie sélida (Lin; Xing, 2008).

Por outro lado, em pH fortemente acido (~2), utilizando eletrdlito composto por acido
sulfurico e etanol a 30% (v/v), a catequina encontra-se amplamente protonada e altamente
solvatada, reduzindo drasticamente sua afinidade com a superficie do eletrodo. A presenca do
etanol e do excesso de prétons contribui para inibir interagdes n—n e ligacdes de hidrogénio,
minimizando a adsor¢ao da molécula no material condutor. Nessas condigdes, observou-se uma

resposta voltamétrica mais estavel, reprodutivel.

Entretanto, mesmo com a escolha do pH 2 como condig¢ado ideal para os experimentos,
os dados obtidos indicam que, em amostras reais contendo simultaneamente catequina e
quercetina, ndo ¢ possivel separar completamente os picos de oxidacdo dos dois compostos.
Portanto, a quercetina deve ser considerada um interferente relevante na quantificagao da
catequina nessas matrizes. Para contornar essa limitagao, estudos futuros serdo conduzidos com
o objetivo de avaliar outras faixas de pHs e condi¢des eletroquimicas que possibilitem uma

separacdo mais eficaz entre os sinais voltamétricos de ambas.
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4.6 Avaliacao das técnicas voltamétricas de pulso para a detecciio da catequina

Na etapa inicial de desenvolvimento do método eletroanalitico voltado a quantificagao da
catequina, foram conduzidos experimentos utilizando a técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV), amplamente empregada em andlises eletroquimicas devido a sua elevada
sensibilidade e a atenuacgdo da corrente capacitiva. Para a execu¢ao dos ensaios, adotaram-se os
seguintes parametros operacionais: incremento de potencial (AE,) de 6 mV, amplitude de pulso
(a) de 60 mV e tempo de modulagdo (tm) de 20 ms. No entanto, apesar dessas estratégias,
observou-se que a catequina apresentava alta adsor¢ao na superficie do eletrodo, resultando em

significativa queda de sinal nas medidas subsequentes.

A Figura 25 ilustra o efeito de adsor¢do: enquanto a primeira medida em solug¢do da
catequina em uma concentragdo de 15 umol L™ (representada pela linha preta) apresenta um
pico de corrente bem definido (~0,42 pA), contudo, a segunda varredura consecutiva
(representada pela linha vermelha), realizada sob as mesmas condigdes e concentragdo, revela
uma queda superior a 50% na intensidade do sinal, mesmo ap0s agita¢cdo da solugdo entre as
analises. Além disso, observou-se que, em concentragdes inferiores, o sinal voltamétrico
referente ao segundo processo oxidativo da catequina torna-se instdvel ou mesmo ausente,
impedindo a obten¢do de medidas em duplicata ou triplicata — condi¢do fundamental para a

construcao de uma curva analitica estatisticamente valida.
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Figura 25. Voltametria de pulso diferencial (DPV) para o segundo pico do sinal analitico da
catequina (15 umol LI, etanol) obtido com correcdo de linha base em pH 2, utilizando H2SO4

0,5 mol L™ contendo etanol 30%. Condi¢des da VPD: AEp =6 mV; a =60 mV; tm = 20 ms.
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Fonte: A autora.

Diante das limitagdes apresentadas pela adsor¢ado irreversivel observada nas analises por
voltametria de pulso diferencial (DPV), optou-se pela substituicao da técnica pela voltametria
de onda quadrada (SWV), que se mostrou mais apropriada para sistemas suscetiveis a
passivacdo da superficie eletroativa. Sua elevada frequéncia de varredura reduz
significativamente o tempo de interagao entre o analito e a superficie do eletrodo, minimizando
os efeitos de adsorcdo e a formacdo de filmes passivantes. Essa configuracdo favorece a
obten¢do de sinais analiticos mais definidos, com menor influéncia de correntes de fundo e
melhor razdo sinal/ruido, possibilitando analises reprodutiveis principalmente em varreduras

consecutivas (Scholz, 2013).
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4.7 Otimizac¢ao da técnica de voltametria de onda quadrada (SWYV)

A otimizagao da técnica foi realizada por meio da variacao sistematica dos parametros
instrumentais, incluindo frequéncia (Hz), incremento de potencial (mV) e amplitude de pulso

(mV), os quais exercem influéncia direta na sensibilidade, resolucao e tempo de andlise.

Inicialmente, foi avaliada a influéncia da frequéncia, variando de 20 a 100 Hz,
parametro que impacta diretamente o tempo de polarizacdo do eletrodo em cada ciclo e,
consequentemente, o tempo de interagdo do analito com a superficie eletroativa. Frequéncias
muito elevadas podem comprometer a resolucao do pico voltamétricos, enquanto valores muito
baixos tendem a reduzir a intensidade da corrente, prejudicando a sensibilidade do método

(Kiss, 2024).

Na sequéncia, foi avaliado o incremento de potencial, variando de 2 a 10 mV, parametro
que influencia diretamente a definicdo da forma dos picos e a sensibilidade do sinal analitico.
Valores muito baixos aumentam o tempo total de analise € podem resultar em sinais com maior
nivel de ruido. Por outro lado, incrementos excessivamente altos podem causar distor¢cdes no

formato dos picos ou comprometer sua resolucao (Wang, 2006).

Por fim, foi avaliada a amplitude de pulso, variando de 20 a 100 mV, conforme
apresentado na Figura 26, parametro diretamente relacionado a magnitude da corrente
faradaica. No entanto, amplitudes excessivamente elevadas podem intensificar os efeitos
capacitivos indesejaveis e provocar o aumento da linha de base, comprometendo a seletividade
do método. Dessa forma, a amplitude ideal foi definida com base no equilibrio entre intensidade

de sinal e qualidade da definigao voltamétrica.

Os resultados obtidos permitiram a defini¢cdo das melhores condigdes operacionais para
a andlise eletroquimica da catequina por SWV, com parametros que proporcionaram sinais

repetitivos e bem resolvidos. As condig¢des otimizadas estdo apresentadas na Tabela 7.



75

Figura 26. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para avaliar o efeito da frequéncia
(20-100 Hz) nas respostas eletroquimicas de 10 umol L™! de catequina e respectivas correntes
de pico para cada valor de parametro estudado. SWV: a = 30 mV; AE = 5 mV. (B)
Voltamogramas de onda quadrada registrados para avaliar o efeito do incremento de potencial
(2 a 10 mV) na resposta eletroquimica de 10 pmol L' de catequina e suas respectivas correntes
de pico para cada valor de parametro estudado. Condigdes SWV: f= 60 Hz; a =30 mV. (C)
Voltamogramas de onda quadrada registrados para avaliar o efeito da amplitude (20-100 mV)
na resposta Eletroquimica de 10 pmol L™ de catequina com as respectivas correntes de pico
para cada valor de amplitude estudado. Condi¢des SWV: f = 60 Hz; AE = 5 mV. Eletrélito
suporte: solucdo de 0,5 mol L' de H2SO4 e 30% etanol.
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Fonte: A autora.
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Tabela 7 - Intervalos e valores otimizados para a determinagao de catequina utilizando a SWV.

Parametros Faixa estudada Valor otimizado
Frequéncia (Hz) 20-100 Hz 20
Incremento de potencial (mV) 2-10 mV 4
Amplitude (mV) 20-100 mV 40

Fonte: A autora.

4.8 Construcio da curva analitica da catequina por SWYV e estudo de repetibilidade

A curva analitica da catequina foi construida utilizando a técnica de voltametria de onda
quadrada (SWV) sob as condigdes otimizadas previamente. Foram avaliadas concentragdes
crescentes do padrdo de catequina (de 1 a 40 umol L™"). A Figura 27 e a Tabela 8 apresentam
os dados da curva de calibragao obtida, na qual se observa uma relagdo linear entre a corrente
de pico (I, em pA) e a concentragdo de catequina (C, em pmol L") havendo a perda da
linearidade a partir da concentracdo de 10 umol L. Para concentragdes superiores, nota-se
tendéncia de desvio da linearidade, possivelmente relacionada a saturacao da superficie
eletroativa ou a formagdo de produtos de oxidacdo adsorvidos, fendmenos frequentemente

observados na analise eletroquimica de flavonoides.
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Figura 27. SWV com correcdo de linha base obtido para a constru¢do da curva analitica para
o segundo pico da catequina, usando 0,5mol L' H2SO4 e 30% etanol. As analises foram
realizadas ap0s o tratamento eletroquimico em 0,5 mol L' H2SO4. Condi¢des da SWV: £= 20

Hz, AEp=4 mV;a=40 mV.

2,5

2,0 - e

I/pA

0,5 1

0,0 H

Ccrq ! Hmol L1

Fonte: A autora

Tabela 8 - Parametros analiticos obtidos por meio da construc¢do da curva analitica pelo método

SWV.

Parametro analitico Valor
Faixa Linear / pmol L' 1-10
r? 0,9995
Slope / pmol! L pA 0,101+0,001
Intercept / pA -0,011+0,005
LOD / pmol L! 0,18
LOQ / pmol L! 0,53

Fonte: A autora.
A equagdo da reta obtida foi:

y=-0,011+0,101x (Equagao 3),
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com coeficiente de determina¢do R? = 0,999, indicando boa correlagdo entre os dados
experimentais. O valor do coeficiente de Pearson (r = 0,999) refor¢a a consisténcia dos

resultados obtidos dentro da faixa linear.

Com base nesta equacdo, foram calculados os pardmetros analiticos da metodologia,
incluindo o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ), de acordo com as

equacoes:

LD =3,3 x(c/S) (Equagdo 4)

LQ=10x%(c/S) (Equagdo 5)

Em que o corresponde ao desvio padrdo da menor concentragdo mensuravel e S ao

coeficiente angular da curva.

A curva de calibragdo desenvolvida demonstrou boa linearidade e adequada

sensibilidade, sendo aplicada na quantificagdo de catequina e em amostras reais.

A precisao do método foi avaliada por meio de um estudo de repetibilidade (n = 10) em
dois niveis de concentracao de catequina: 4,0 e 8,0 umol L' (Figura 28A). Os desvios padrao
relativos (RSD) obtidos para as correntes de pico foram de 2,05% e 3,85%, respectivamente
(Figura 28B), indicando boa repetibilidade do sistema analitico. Esses valores estdo dentro dos
limites geralmente aceitiveis para métodos eletroanaliticos, especialmente em matrizes
complexas, e demonstram que o método apresenta precisdao adequada para a determinagao

quantitativa de catequina.
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Figura 28. (A) Voltamograma de onda quadrada de medicdes sucessivas (n=10) de : 4,0 ¢ 8,0
pumol L-! de catequina em eletrélito 0,5 mol L' de H2SO4e 30% etanol. (B) Variagio respectiva

das intensidades de corrente. Condi¢des da SWV: f=20 Hz, AEp=4 mV; a=40
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Fonte: A autora.

4.9 Estudo de interferéncia da quercetina na resposta voltamétrica da catequina

A catequina e a quercetina, embora ambas pertencentes ao grupo dos flavonoides,
diferem significativamente quanto a sua classe estrutural. A catequina ¢ classificada como um
flavanol (flavan-3-ol), apresentando dois grupos fenolicos principais — um tipo resorcinol
(anel A) e um tipo catecol (anel B) — que participam de processos de oxidagcdo quase-

reversiveis, especialmente em condi¢des acidas.

Por outro lado, a quercetina pertence a classe dos flavonois e exibe uma estrutura mais
conjugada, com cinco hidroxilas fenolicas distribuidas nas posi¢des 3, 5, 7, 3’ e 4', conferindo
maior complexidade as suas reagdes de oxidagdo. O processo oxidativo da quercetina ¢
notoriamente irreversivel e se inicia predominantemente no grupo catecol presente no anel B,

semelhante a catequina, mas com consequéncias reacionais distintas.

A primeira etapa da oxidacdo da quercetina envolve a remocao de dois elétrons e dois
protons do grupo 3',4'-dihidroxil, resultando na formacdo de uma orto-quinona altamente
reativa. Esse processo envolve um mecanismo de oxidacdo o qual ¢ seguido por uma rapida

reagdo quimica do produto formado com o meio. Em solugdes aquosas ou hidroalcodlicas, essa
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orto-quinona sofre transformacdo estrutural por hidratacdo ou tautomerizagdo, originando

produtos como benzofuranonas (Sokolova et al., 2011).

Tais espécies secundarias podem, por sua vez, sofrer nova oxidagdo a potenciais mais
positivos, resultando em um segundo pico anddico, geralmente menos intenso. Esse
comportamento ¢ compativel com os voltamogramas obtidos experimentalmente, nos quais a
quercetina exibe dois processos de oxidagdo consecutivos e irreversiveis. A auséncia de picos
catodicos correspondentes confirma a natureza irreversivel desses eventos redox, como

apresentado na Figura 29 abaixo.

Figura 29. Mecanismo de oxidacdo da quercetina.

-1e” -1H*
OH O +1e” +1H* "
| Orto-semiquinona
Quercetina
2e” 2H* 12 +2H* +1e”+1H* | -Te -1H" Tautomerizagéo
- e -
Tautomerizagéo

m v v
Orto-quinona

Fonte: Adaptado de Sokolova et al., 2011.

Dando continuidade a avaliagdo da seletividade do método proposto, foi realizada a
analise voltamétrica por SWV de solugdes contendo catequina (4 umol L), quercetina

(4 umol L") e da mistura de ambas nas mesmas concentragdes (Figura 30).
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Figura 30. SWV com correcdo de linha base obtido para a sobreposi¢do de 4 umol L de
catequina, 4 pmol L' de quercetina e mistura, usando 0,5 mol L' HSO4 e 30% etanol. As
analises foram realizadas apos o tratamento eletroquimico em 0,5 mol L' H2SO4. Condigdes

da SWV: =20 Hz, AEp=4mV;a=40mV.
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Fonte: A autora.

Como esperado com base na literatura e no mecanismo de oxidacdo da quercetina, o
primeiro e segundo processo anddico ocorre no mesmo potencial da catequina, com corrente
significativamente mais elevada. Esse comportamento ¢ compativel com a maior densidade
eletronica e a estrutura m-conjugada mais extensa da quercetina, o que favorece a transferéncia
de carga e resulta em picos de maior intensidade. A sobreposi¢cdo observada na curva da mistura
evidencia a contribui¢do simultdnea de ambos os compostos nessa regido de potencial, o que

pode representar uma limitagao a seletividade analitica nesse intervalo especifico.

Por outro lado, no segundo processo de oxidagdo, observa-se uma regiao de potencial
onde a catequina também apresenta resposta voltamétrica, ainda que com menor intensidade
relativa em relagdo ao seu primeiro processo de oxidagdo. Portanto, nas condigdes otimizadas,
a quercetina atua como interferente — ou seja, nao € possivel discriminar as duas moléculas
com precisdo, e isso pode levar a superestimacao da quantidade de catequina. Também vale
destacar que estudos futuros devem focar em encontrar condi¢gdes em que a quercetina nao

interfira na analise.



82

4.10 Estudo da amostra complexa (extrato etandlico das folhas)

Considerando a complexidade das amostras de origem vegetal, caracterizadas por uma
matriz rica em compostos fendlicos, flavonoides e taninos, foi escolhido o extrato etandlico das
folhas de Syzygium malaccense como modelo para avaliar a resposta eletroquimica frente a
presenca simultdnea dos analitos de interesse (catequina e proantocianidina) e do principal
interferente identificado (quercetina). Esta amostra foi selecionada por conter, conforme
demonstrado pelas analises de espectrometria de massas, todos os compostos relevantes para a
investigacdo, tornando-se representativa das interferéncias e desafios analiticos enfrentados nas

analises de fitoterapicos e extratos brutos.

Apos o preparo eletroquimico, foi adicionada ao sistema uma aliquota de 600 pL da
amostra de extrato etandlico das folhas, seguida da adi¢io de 12 pumol L de padrio de
quercetina (1 mmol L") e 8 umol L' de catequina (1 mmol L). O voltamograma obtido
(Figura 31) revela que a adi¢do da quercetina e da catequina promoveu o surgimento de um
pico evidente na regido de 0,59 V, o qual se sobrepde aos sinais presentes na amostra original,
evidenciando a interferéncia eletroquimica da quercetina no sinal da catequina neste pH e meio

eletrolitico.
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Figura 31. SWV com correcdo de linha base obtido para extrato etandlico das folhas de
Syzygium malaccense 5 mg mL™' com 12 pmol L quercetina e 8 umol L' de catequina, usando

0,5 mol/L H2SO4 e 30% etanol. Condi¢des da SWV: =20 Hz, AEp=4 mV;a=40mV.
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Fonte: A autora.

Posteriormente, um segundo experimento utilizando 600 uL do extrato etandlico das
folhas de E. malaccense foi realizado utilizando de 0,5 pmol L' de padrio de proantocianidina
(cianidina B2, 1 mmol L") e 8 umol L' de catequina (1 mmol L). O voltamograma obtido
(Figura 32) demonstrou que o segundo pico eletroquimico da catequina e o pico da cianidina
B2 encontram-se na mesma faixa de potencial (em torno de 0,90 V), confirmando que ambos
0s compostos apresentam comportamento eletroquimico semelhante, o que reforca a
viabilidade de quantificacdo de proantocianidinas em amostras complexas de forma indireta,

por meio da determinagdo do equivalente em catequina.
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Figura 32. SWV com correcdo de linha base obtido para o extrato etandlico das folhas de
Syzygium malaccense 5 mg mL™"' com 0,5 pmol L' cianidina B2 ¢ 8 umol L' de catequina,
usando 0,5 mol L' H2SO4 e 30% etanol. Condigdes da SWV: £=20 Hz, AEp =4 mV; a = 40
mV
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Fonte: A autora.

Em conjunto, os dados obtidos demonstram a aplicabilidade do método proposto para a
quantifica¢do de catequina e taninos condensados mesmo na presenca de interferentes, desde
que adotadas estratégias como a sele¢ao adequada do potencial de pico, a limpeza eficiente da
superficie eletroativa e a correlacdo com dados complementares de caracterizacdo quimica,

como os provenientes da espectrometria de massas.

4.11 Estudo e quantificacio indireta de taninos condensados em amostras reais

A determinacao quantitativa de taninos condensados em extratos vegetais representa um
desafio recorrente na quimica analitica, diante disso, adotou-se neste trabalho a estratégia de
quantificagdo indireta, utilizando a catequina como padrao de referéncia. Essa abordagem ¢
cientificamente justificada pela presenga recorrente da catequina como unidade monomérica

fundamental na estrutura de taninos condensados como observado na Figura 33.
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Figura 33. Representacdo esquematica da molécula de Cianidina B2.
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Fonte: A autora.

Para validar a representatividade da catequina na quantificacao de taninos condensados,
foi realizado um experimento comparativo com o padrao de cianidina B2 e¢ o padrao de

catequina, ambos preparados em uma concentracao de 4 pmol L' como apresentado na Figura

34.
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Figura 34. SWV com corre¢do de linha base obtido para a sobreposi¢ao de 4 uM de catequina
e cianidina B2, usando 0,5 mol L' H,SO4 e 30% etanol. Condi¢des da SWV: f=20 Hz, AEp =
4mV;a=40 mV.
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Fonte: A autora.

Observou-se que o perfil eletroquimico na SWV da cianidina B2 apresentou um perfil
semelhante ao da catequina, com maximo de corrente no mesmo intervalo de potencial do
segundo pico de oxidagdo da catequina, previamente identificado como seletivo. Isto sugere
que a quantificacdo do segundo pico da catequina pode ser utilizada como um indicador indireto
da concentragdo de taninos condensados, expressa em termos de equivalente de catequina. Tal
abordagem se justifica tanto pela semelhanga estrutural entre os compostos, quanto pela

resposta eletroquimica compativel observada nas analises em triplicata.

Inicialmente, buscou-se aplicar o método de adi¢ao de padrao diretamente nas amostras
para fins de quantificagdo; no entanto, essa abordagem se mostrou inviavel. Observou-se uma
queda expressiva da intensidade de corrente entre as varreduras consecutivas, mesmo apos
agitacdo da célula entre as medidas, o que comprometeu a linearidade e a repetibilidade dos
sinais. Esse comportamento foi atribuido a adsor¢do de compostos da matriz sobre a superficie

do eletrodo.

Como alternativa, adotou-se o método do padrio externo, aliado a uma etapa de preparo
de amostra por clean-up. A Figura 35 ilustra a eficacia dessa abordagem, evidenciando um

aumento significativo na definicao e intensidade do segundo pico de oxidagdo da catequina
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apds o tratamento, o que viabilizou a quantifica¢do indireta dos taninos condensados nas

amostras.

Figura 35. SWV com correcao de linha base obtido para a sobreposi¢ao das amostras e tinturas
5mg mL! antes e depois do processo de limpeza (clean up) 0,5 mol L' H2SO4 e 30% etanol.
(A) Amostra etandlica das folhas de Syzygium malaccense. (B) Fitoterapico em capsula de
Syzygium cumini. (C) Amostra etanolica dos galhos de Syzygium malaccense. (D) Fitoterapico

tintura de Syzygium cumini. Condigdes da SWV: =20 Hz, AEp=4 mV;a=40mV.
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Fonte: A autora.

Para ambos os fitoterapicos comerciais a preparagdo da amostra incluiu inicialmente
uma etapa de extragcdo conforme descrito na se¢do de materiais e métodos, seguida pela mesma
etapa de clean up via SPE-C18 empregada nas demais amostras vegetais. Esse protocolo

padronizado assegurou maior uniformidade nas analises e permitiu a aplicacao.

A quantificagdo foi realizada por calibragdo externa, utilizando a equagao da reta obtida
na curva de catequina por voltametria de onda quadrada (SWV). Os resultados foram expressos
em equivalentes de catequina, uma vez que, conforme demonstrado anteriormente, a catequina

pode ser utilizada como marcador para a estimativa de taninos condensados em meio acido.
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As analises foram realizadas por voltametria de onda quadrada (SWV), e os sinais
correspondentes ao segundo pico de oxidacao da catequina foram utilizados para quantificagao.
A equacao da reta obtida (y =—-0,011 + 0,101x; R?> 0,999) relaciona a corrente de pico (LA)

com a concentragdo de catequina (umol L™).

Na amostra etanélica das folhas de Syzygium malaccense, a corrente registrada foi de
0,1138 pA. Substituindo esse valor na equagdo da reta, obteve-se uma concentragdo
correspondente de 1,2356 umol L™!. Considerando que o volume total da célula voltamétrica

era de 6,0 mL, a quantidade total de catequina equivalente foi de 7,436 x 1073 pumol.

Convertendo esse valor para massa, utilizando a massa molar da catequina
(290,27 gmol™), chegou-se a um total de 2,1539 pug, ou 0,0021539 mg, de catequina

equivalente na célula.

Para expressar os resultados em fun¢do da massa de extrato seco, foi considerado que a
solugdo original foi preparada com 5,0 mg de extrato diluidos em 1,0 mL de solvente. A aliquota
utilizada na analise foi de 300 pnL (0,3 mL), o que correspondeu a 1,5 mg de extrato seco. Assim,

o teor de catequina equivalente foi calculado como:

0,0021539 mg catequina
0,0015g de extrato

= 1,43 mg g! de catequina equivalente

Esse mesmo procedimento foi aplicado as demais amostras — extrato etanolico dos
galhos, medicamento fitoterapico e tintura comercial — com as devidas corre¢des de volume
de aliquota utilizadas (300 pL e 150 pL para a amostra em capsula). As condi¢des
experimentais foram mantidas constantes, assegurando a padronizacdo do método e a

comparabilidade entre os resultados.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos pela quantificagdo indireta de taninos
condensados por voltametria de onda quadrada (SWV), utilizando a catequina como padrdo de
referéncia. Os valores foram expressos em mg de equivalente de catequina por grama de
amostra (mg EC g™'), considerando a regido do segundo pico de oxidacdo da catequina,

previamente estabelecida como mais seletiva para a analise.
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Tabela 9 - Quantificacdo das amostras reais.

Amostra Corrente [Catequina] Quantidade Massa de mg EC

registrada (umol L) de catequina extrato gextrato™!
(nA) na célula utilizada (g)
(mg)

FESM 0,1138 1,2356 2,15 %103 1,5 %103 1,43 +0,03
GESM 0,3340 3,4158 5,95 x 107 1,5x 1073 3,96 0,05
CSC 0,0813 0,9139 1,59 x 1073 7,5x10%  2,12+0,02
TSC 0,1144 1,2416 2,16 x 107 1,5x107 1,44 + 0,09

Fonte: A autora.

Nota: FESM (folha etandlica de Syzygium malaccense); GESM (galho etandlico de Syzygium malaccense); CSC
(capsula de Syzygium cumini); TSC (tintura de Syzygium cumini).

Entre os extratos analisados, o extrato etandlico dos galhos (GESM) apresentou o maior
teor de proantocianidinas (3,96 = 0,05 mg EC g™'), superando os valores obtidos para o extrato
etandlico das folhas (FESM), que apresentou 1,43 = 0,03 mg EC g'. Essa diferenca pode ser
atribuida a prépria composicao fitoquimica das partes vegetais. Estudos prévios indicam que
estruturas lenhosas, como os galhos, tendem a acumular maior quantidade de taninos
condensados do tipo proantocianidinas, devido ao seu papel na defesa estrutural da planta,
conferindo resisténcia e agdo antioxidante prolongada (Mora et al., 2022). Além disso, o perfil
de solubilidade em meio metanolico favorece a extracdo de flavonoides oligoméricos dos
tecidos mais densos, 0 que também pode contribuir para a maior concentragdo obtida na fragao

dos galhos.

No caso das amostras comerciais, observou-se maior teor de proantocianidinas na
capsula (CSC) em comparagdo com a tintura (TSC), com valores de 2,12 + 0,02 mg EC g' e
1,44 + 0,09 mg EC g', respectivamente. Esse resultado pode refletir ndo apenas na formulagao
e no grau de concentracdo do extrato presente em cada produto, mas também aspectos
metodologicos. A diferenca entre as formulagdes também pode estar relacionada a
padronizacao dos insumos ou ao tipo de excipiente presente, que pode afetar a solubilizagao e
a liberacdo dos compostos ativos. A tintura, por sua vez, apresenta matriz mais complexa e mais
rica em etanol e excipientes, o que pode impactar a extracdo e detec¢do eletroquimica dos

taninos.
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Desse modo, ¢ notorio a comparacdo dos valores obtidos para o teor de
proantocianidinas pelo método espectrofotométrico/classico e pela técnica eletroanalitica

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Comparagdo da quantificagdo das amostras reais pelo método eletroanalitico e pelo

método classico.

Amostra Método eletroanalitico Método classico
(mg EC gextrato™) (mg EC gextrato™)
FESM 1,43 +£0,03 1564+ 7.2
GESM 3,96 = 0,05 102,1 £ 7.4
CSC 2,12+0,02 150,3+7,9
TSC 1,44 £ 0,09 66,1 £7.6

Fonte: A autora.

Os valores discrepantes entre ambos pode ser parcialmente atribuida a interferéncia de
outros compostos fenolicos presentes nos extratos, conforme apresentado na Tabela 5 sobre os
dados da espectrometria de massas. A metodologia espectrofotométrica empregada baseia-se
na reacdo com a vanilina, que forma complexos colorimétricos com grupos catecol e
flavonoides condensados, mas ndo distingue seletivamente entre taninos condensados e outros

compostos fendlicos com estruturas similares, como flavonois, flavonas e acidos fendlicos.

No extrato etanolico das folhas (FESM), apesar do teor de proantocianidinas ter sido
estimado em 156,4 £ 7,2 mg EAG g! pela técnica espectrofotométrica, a quantificagdo
eletroanalitica indireta por equivalente de catequina revelou um valor significativamente
inferior (1,43 +£0,03 mg EAG g ). Esta divergéncia pode ser atribuida a presenga de compostos
como 4acido gélico e 4cido eldgico (Tabela 5), ambos passiveis de reacdo com a vanilina e,
portanto, interferentes positivos na andlise espectrofotométrica. Estes compostos nao
contribuem significativamente para a resposta eletroquimica na regido do segundo pico de

oxidagdo da catequina, o que favorece a seletividade do método voltamétrico em meio acido.

No caso do extrato etanolico dos galhos (GESM), observou-se o valores distintos
obtidos pela técnica eletroanalitica (3,96 + 0,05 mg EAG g'), mesmo diante de um teor de
proantocianidinas espectrofotométrico de 102,10 + 7,4 mg EAG g'. A maior correspondéncia
relativa entre os métodos sugere que, nessa matriz, os taninos condensados sdo de fato os

principais contribuintes para a resposta colorimétrica. Isso € corroborado pela presenga
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identificada de flavonoides oligoméricos, como proantocianidinas do tipo B, que compartilham

caracteristicas estruturais semelhantes a catequina e que também podem ser oxidadas em

potenciais proximos ao do segundo pico da catequina, como observado nos voltamogramas.

Nas amostras comerciais, como o fitoterapico capsula (CSC), o valor eletroanalitico foi
de 2,12 + 0,02 mg EAG g, enquanto o espectrofotométrico indicou 66,1 + 7,6 mg EAG g.Por
fim, a tintura (TSC) apresentou comportamento semelhante, com um valor eletroanalitico de
1,44 + 0,09 mg EAG g frente a 150,3 £ 7,9 mg EAG g por espectrofotometria. Nessa
amostra, a presenga concomitante de compostos como a miricetina também pode ter contribuido
para a elevag¢do do sinal espectrofotométrico, visto que possuem estruturas com multiplas

hidroxilas capazes de reagir com a vanilina.

Dessa forma, a comparagdo entre os métodos evidencia que a espectrofotometria,
embora util como técnica de triagem, tende a superestimagdo em matrizes complexas devido a
baixa seletividade do reagente de vanilina. Por outro lado, a técnica eletroanalitica, ao utilizar
a catequina como padrdo e operar em regides especificas de oxidagdo, oferece uma alternativa
mais seletiva para a estimativa indireta de taninos condensados, desde que haja controle

rigoroso das condigdes eletroquimicas e mitigagdo de interferentes.
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5 CONCLUSAO

A partir da proposta metodologica desenvolvida neste trabalho, foi possivel explorar o
uso da voltametria de onda quadrada (SWV), aliada a sensores eletroquimicos impressos em
3D, para a investiga¢do e quantificacdo de compostos fenolicos em amostras vegetais de
Syzygium malaccense e fitoterapicos a base de Syzygium cumini. O avango desta abordagem
ndo esta apenas na inovagdo tecnologica dos sensores utilizados, mas principalmente na
capacidade de conduzir analises diretas, com minimo preparo de amostra, dentro de uma logica

de controle de qualidade descentralizado e acessivel.

Os resultados obtidos demonstraram que a quantificagdo eletroquimica de taninos
condensados foi vidvel para a maioria das amostras, desde que associado a um processo eficaz
de limpeza (clean-up). Essa etapa se mostrou determinante para a remog¢do de interferentes
presentes nas matrizes vegetais, permitindo observar picos redox mais definidos,
principalmente na regido de oxidagdo da catequina. No entanto, a analise também evidenciou
os limites do método quando aplicado a sistemas mais complexos: tanto o extrato etandlico das
folhas de S. malaccense quanto o medicamento manipulado de S. cumini apresentaram
comprometimento significativo do sinal eletroquimico. A investigacdo mostrou que, nesses
casos, a presenca de quercetina — um flavonoide com comportamento eletroativo semelhante
— atuou como interferente, mascarando a resposta da catequina e impossibilitando sua

quantificagdo de forma seletiva pela SWV.

Essa limitacdo ndo invalida a proposta metodoldgica, mas evidencia a necessidade de
aprofundar estratégias complementares de separag¢ao ou modificacdo de eletrodo para lidar com
compostos eletroativos. Por outro lado, a quantificagdo colorimétrica de fenodis totais e
proantocianidinas apresentou coeréncia com o comportamento redox observado, refor¢cando
que os extratos vegetais analisados sdo ricos em compostos antioxidantes, com destaque para

os extratos etandlicos e a tintura, que apresentaram os maiores teores de taninos condensados.

Com isso, conclui-se que a aplicacdo de sensores eletroquimicos impressos em 3D
representa uma solucdo viavel e inovadora para o monitoramento de marcadores quimicos em
fitoterapicos. A metodologia desenvolvida ¢ simples, rdpida, de baixo custo e adequada ao
conceito de andlises point-of-need. Contudo, o trabalho também refor¢a que o uso de técnicas
eletroquimicas para andlise de matrizes vegetais complexas exige o reconhecimento e a

mitigacao dos desafios relacionados a seletividade. A continuidade desta linha de pesquisa deve
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considerar a aplicagdo de estratégias hibridas, como acoplamento com extra¢des em fase sélida,
eletrodos modificados com filmes seletivos, ou técnicas complementares como a
espectrometria, de modo a garantir maior robustez as analises eletroquimicas no controle de

qualidade de produtos naturais.
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APENDICE A

Figura A1 - Cromatograma em alta resolu¢cdo no modo negativo do extrato hexanico das folhas

de Syzygium malaccense.
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Figura A2 - Cromatograma em alta resolu¢cdo no modo negativo do extrato hexanico dos galhos

de Syzygium malaccense.
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Figura A3 - Cromatograma em alta resolu¢ao no modo negativo do extrato etanolico das folhas

de Syzygium malaccense.
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Figura A4 - Cromatograma em alta resolu¢do no modo negativo do extrato etandlico dos galhos

de Syzygium malaccense.
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Figura A5 - Cromatograma em alta resolu¢do no modo negativo do fitoterapico (tintura) de

Syzygium cumini.
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Figura A6 - Cromatograma em alta resolugao no modo negativo do fitoterapico (medicamento)

de Syzygium cumini.
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Figura A7 - (-)-IES-EM do Acido Tartarico (m/z 149,0990 [M — H]).
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Figura A8 - (-)-IES-EM/EM Acido Tartarico em 15 eV (m/z 149,0990 [M — H]").
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Figura A9 - (-)-IES-EM do Acido quinico (m/z 191,0564 [M — H]-).
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Figura A10 - (-)-IES-EM/EM do Acido quinico em 15 eV (m/z 191,0564 [M — H]-).
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Figura A11 - (-)-IES-EM do Acido malico (m/z 133,0145 [M — H]").
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Figura A12 - (-)-IES-EM/EM Acido mélico em 15 eV (m/z 133,0145 [M — H]).
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Figura A13 - (-)-IES-EM do Acido citrico (m/z 191,0197 [M — H]).
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Figura A14 - (-)-IES-EM/EM do Acido citrico em 20 eV (m/z 191,0197 [M — H]").
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Figura A15 - (-)-IES-EM do HHDP-glicose (m/z 481,0622 [M — H]").
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Figura A16 - (-)-IES-EM/EM do HHDP-glicose em (m/z 481,0622 [M — H]-).
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Figura A17 - (-)-IES-EM do Galoil glicose (m/z 331,0668 [M — H]").
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Figura A18 - (-)-IES-EM/EM do Galoil glicose em 20 eV (m/z 331,0668 [M — H]").
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Figura A19 - (-)-IES-EM do Acido gélico (m/z 169,0140 [M — H]").
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Figura A20 - (-)-IES-EM/EM do Acido galico em (m/z 169,0140 [M — H]").
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Figura A21 - (—)-IES-EM do Castagalina ou isdmero (m/z 933,0641 [M — H]-).
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Figura A22 - (-)-IES-EM/EM do Castagalina ou isomero em 15 eV (m/z 933,0641
[M —H]).
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Figura A23 - (—-)-IES-EM/EM do Castagalina ou isomero em 15 eV (m/z 466,0281 [M —2H]").
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Figura A24 - (—)-IES-EM do (epi)galocatequina (m/z 305,0670 [M — H]").
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Figura A25 - (-)-IES-EM/EM do (epi)galocatequina (m/z 305,0670 [M — H]").
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Figura A26 - (—)-IES-EM do Hidroxitirosol glicosideo (m/z 315,1093 [M — H]").
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Figura A27 - (-)-IES-EM/EM do Hidroxitirosol glicosideo em 15 eV (m/z 315,1093 [M — H]"
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Figura A28 - (—)-IES-EM/EM da penduculagina (m/z 783,0678 [M — H]").

x10 4

1,14

14
0,94
0,84
0,74
0,6+
0,54
0,4+
0,34
0,24
0,14

0

-ESI Scan (rt: 4,655 min) Frag=175,0V DM_NEG_MS.d

323.1342

203.0821 391.0305

2532157 453.0352
[ TR R K] B N \HMNM L

783.0678

610.0599
. \\ | |

951.0745

851.0576
| |

200 250 300 350 400 450 500

550 600 650 700 750 800 850 900

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

950 1000 1050 1100 1150 1200 1250

Figura A29 - (—)-IES-EM/EM da penduculagina em 25 eV (m/z 783,0678 [M — H]").
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x10 2 |-ESI Product lon (rt: 4,403 min) Frag=175,0V CID@25,0 (783,0582[z=1] -> **) DM_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A30 - (-)-IES-EM do Acido dihidroxibenzoico pentosideo (m/z 285,0611 [M — H]").

x10 4 |-ESI Scan (rt: 5,056 min) Frag=175,0V DFJVE_NEG_MS.d

1,4 285.0611
1,2

14
0,8
0,6

0,4+
449.1311
‘ 419.1162 ‘
04 H ‘ A B . R T Mh‘\hl | lnm
T T T 7 7 7 7 T T T N — T T 7 7 T 7 7 7 7 7 T 7 7 7
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura A31 - (-)-IES-EM/EM do Acido dihidroxibenzoico pentosideo em 15 eV (m/z 285,0611
[M —HJ).
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Figura A32 - (—)-IES-EM da (epi)catequina (m/z 289,0723 [M — H]").
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Figura A33 - (—)-IES-EM/EM da (epi)catequina em 20 eV (m/z 289,0723 [M — H]").
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x10 2 |-ESI Product lon (t: 5,718 min) Frag=175,0V CID@20,0 (289,0672[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A34 - (—)-IES-EM do (epi)galocatequina (m/z 305,0677 [M — H]").
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Figura A35 - (-)-IES-EM/EM do (epi)galocatequina em 25 eV (m/z 305,0677 [M — H]").
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Figura A36 - (—)-IES-EM do (epi)catequina-(epi)afzelequina (m/z 561,1404 [M — H]").
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Figura A37 - (-)-IES-EM/EM do (epi)catequina-(epi)afzelequina em 15 eV (m/z 561,1404 [M
—H]").
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Figura A38 - (—)-IES-EM do Vomifoliol-hexosideo (m/z 431,1923 [M — H]").
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Figura A39 - (-)-IES-EM/EM do Vomifoliol-hexosideo em 10 eV (m/z 431,1923 [M — H]").

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 6,812 min) Frag=175,0V CID@10,0 (431,1873[z=1] -> **) DM_NEG_MSMS5_10_15eV.d
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Figura A40 - (-)-IES-EM do (epi)catequina-(epi)afzelequina-(epi)afzelequina (m/z 833,2091
[M —H]).
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Figura A41 - (-)-IES-EM/EM do (epi)catequina-(epi)afzelequina-(epi)afzelequina em (m/z
833,2076 [M — H]-).
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x10 3 |-ESI Product lon (rt: 7,349 min) Frag=175,0V CID@25,0 (833,1971[z=1] -> **) DT_NEG_MSMS20_25_30eV.d
14 289.0671

561.1262

833.1970
529.1072 N

391.0776
0.5 681.1526

161.0216
0,3+ 451.0955

359.0493

600.1253

109.0274 723.1595

(L SIS s “ I, . | H.H d beab bl mL.n e ‘W. el “Mm Aot L “H\ L‘H.‘ml b H\ L \mL. e

" 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura A42 - (—)-IES-EM do Miricetina-O-ramnosideo (m/z 463,0878 [M — H]").

x10 4 |-ESI Scan (rt: 7,586 min) Frag=175,0V DFJVE_NEG_MS.d
5,54
5+ 463.0878
4,5+
4
3,5
3
2,54
24
1,5
1
i R

unu..

435.2222

541.2284 685.1637 927.1840
T N T N D A T R ok
;

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 80 900 950 1000 1050
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura A43 - (—)-IES-EM/EM do Miricetina-O-ramnosideo em (m/z 463,0878 [M — H]").

x103 |-ESI Product lon (it: 7,862 min) Frag=175,0V CID@20,0 (463,0823[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A44 - (-)-IES-EM do Acido elagico (m/z 300,9995 [M — H]).
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Figura A45 - (-)-IES-EM/EM do Acido elagico em (m/z 300,9995 [M — H]").
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-ESI Product lon (rt: 8,172 min) Frag=175,0V CID@30,0 (300,9948[z=1] -> **) DM_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A46 - (—)-IES-EM do Quercetina-O-Pentosideo (m/z 433,0771 [M — H]").
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Figura A47 - (—)-IES-EM/EM do Quercetina-O-Pentosideo em 20 eV (m/z 433,0771 [M — H]”

).
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Figura A48 - (—)-IES-EM do Methylmyricetin-O-hexoside (m/z 493,0986 [M — H]").
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Figura A49 - (-)-IES-EM do Methylmyricetin-O-hexoside em 20 eV (m/z 493,0986 [M — H]").



119

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 8,130 min) Frag=175,0V CID@20,0 (493,0926[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A50 - (-)-IES-EM da Miricetina-O-acetil-ramnosideo (m/z 505,0986 [M — H]").
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Figura A51 - (—-)-IES-EM/EM do Miricetina-O-acetil-ramnosideo em 25 eV (m/z 505,0986 [M
—H]).

x10 4 |-ESI Product lon (it: 8,289 min) Frag=175,0V CID@25,0 (505,0917[z=1] -> **) DM_NEG_MSMS20_25_30eV.d
2,24 316.0179
2
1,84
1,6
1,4+
1,24
14
0,84

0.6 271.0209

0,4 505.0939

021 151.0002 178.9955  214.0246 242.0174 L 463.0802 -
0. N T | . . L T L

140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura A52 - (—)-IES-EM da Quercitrina (m/z 447,0931 [M — HJ").
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Figura A53 - (—)-IES-EM/EM da Quercitrina em (m/z 447,0931 [M — H]").
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x10 3 |-ESI Product lon (rt: 8,683 min) Frag=175,0V CID@25,0 (447,0872[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A54 - (—-)-IES-EM do Mearnsitrin ou Europetina-O-ramnosideo (m/z 477,1039 [M — H]"
).
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Figura AS55 - (-)-IES-EM/EM Mearnsitrin ou Europetina-O-ramnosideo em 20 eV (m/z
477,1039 [M—H]).

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 8,398 min) Frag=175,0V CID@20,0 (477,097 1[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A56 - (—)-IES-EM do Metil-miricetina-O-acetil-ramnosideo (m/z 519,1142 [M — H]").

x10 4 |-ESI Scan (rt: 8,501 min) Frag=175,0V DM_NEG_MS.d
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Figura A57 - (-)-IES-EM/EM do Metil-miricetina-O-acetil-ramnosideo (m/z 519,1142 [M —
H]).
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x10 3 |-ESI Product lon (rt: 8,825 min) Frag=175,0V CID@25,0 (519,1079[z=1] -> **) DM_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A58 - (—)-IES-EM do Quercetina-O-acetilramnosideo (m/z 489,1034 [M — H]").
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Figura A59 - (-)-IES-EM/EM do Metil-miricetina-O-acetil-ramnosideo em 30 eV (m/z
489,1034 [M — HJ]").

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 8,976 min) Frag=175,0V CID@30,0 (489,0976[z=1] -> **) DM_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A60 - (—)-IES-EM 369,2432 do Acido anacardico C17:3 (m/z [M — H]").

x10 5 |-ESI Scan (rt: 14,412 min) Frag=175,0V DFJVE_NEG_MS.d
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Figura A61 - (-)-IES-EM/EM do Acido anacardico C17:3 em 20 eV (m/z [M — H]").
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-ESI Product lon (rt: 14,830 min) Frag=175,0V CID@20,0 (369,2384[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A62 - (-)-IES-EM do Acido anacardico C15:1 (m/z 345,2434 [M — H]").
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Figura A63 - (-)-IES-EM/EM do Acido anacardico C15:1 em 20 eV (m/z 345,2434 [M — H]").
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Figura A64 - (-)-IES-EM do Acido anacardico C17:2 (m/z 371,2592 [M — H]).
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Figura A65 - (—)-IES-EM/EM Acido anacardico C17:2 em 20 eV (m/z 371,2592 [M — H]-).
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x104 |-ESI Product lon (1t: 15,366 min) Frag=175,0V CID@20,0 (371,2539[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A66 - (-)-IES-EM do Acido anacardico (m/z 347,2594 [M — H]").
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Figura A67 - (-)-IES-EM/EM do Acido anacardico em 20 eV (m/z 347,2594 [M — H]").

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 15,768 min) Frag=175,0V CID@20,0 (347,2548[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A68 - (—)-IES-EM do Acido anacardico C17:1 (m/z 373,2749 [M — H]").
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Figura A69 - (—)-IES-EM/EM do Acido anacardico C17:1 em 20 eV (m/z 373,2749 [M — H]").



-ESI Product lon (rt: 15,902 min) Frag=175,0V CID@20,0 (373,2697[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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Figura A70 - (-)-IES-EM do Acido anacardico C17:0 (m/z 375,2903 [M — H]").
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Figura A71 - (-)-IES-EM/EM Acido anacardico C17:0 20 eV (m/z 375,2903 [M — H]").
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-ESI Product lon (rt: 16,840 min) Frag=175,0V CID@20,0 (375,2851[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS20_25_30eV.d
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(-)-IES-EM do Acido anacardico C19:1 (m/z 401,3061 [M — H]").
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(-)-IES-EM/EM Acido anacardico C19:1 em 20 eV (m/z 401,3061 [M — H]").
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%105 |-ESI Product lon (rt: 16,740 min) Frag=175,0V CID@15,0 (401,3009[z=1] -> **) DFJVE_NEG_MSMS5_10_15eV.d
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